Determination of some hematologic effect the Persian Gulf blackfin stonefish, (Pseudosynanceia melanostigma), venom on albino mice blood by Zolfaghari, Mohammad
                                                   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 أ
 
 
 
 معاونت پژوهش و فن آوري
 به نام خدا
 منشور اخلاق پژوهش
با ياري از خداوند سبحان و اعتقاد به اين كه عالم محضر خداست و همواره ناظر بر اعمال انسان و به منظور پاس داشت مقام 
به اهميت جايگاه دانشگاه در اعتلاي فرهنگ و تمدن بشري، ما دانشجويان و اعضاء هيات علمي  بلند دانش و پژوهش و نظر
گرديم اصول زير را در انجام فعاليت هاي پژوهشي مد نظر قرار داده و از آن تخطي واحدهاي دانشگاه آزاد اسلامي متعهد مي
 نكنيم:
 اداري به آن و دوري از هرگونه پنهان سازي حقيقت.تلاش در راستاي پي جويي حقيقت و وف اصل حقيقت جويي: -1
 التزام به رعايت كامل حقوق پژوهشگران و پژوهيدگان (انسان، حيوان و نبات) و ساير صاحبان حق اصل رعايت حقوق: -2
 تعهد به رعايت كامل حقوق مادي و معنوي دانشگاه و كليه همكاران پژوهش اصل مالكيت مادي و معنوي: -3
 تعهد به رعايت مصالح ملي و در نظر داشتن پيشبرد و توسعه كشور در كليه مراحل پژوهش افع ملي:اصل من -4
تعهد به اجتناب از هرگونه جانب داري غير علمي و حفاظت از اموال، تجهيزات و منابع  اصل رعايت انصاف و امانت: -5
 در اختيار
ها و كشور و كليه افراد و نهادهاي مرتبط با مانه افراد، سازمانتعهد به صيانت از اسرار و اطلاعات محر اصل رازداري: -6
 تحقيق
ها در انجام تحقيقات و رعايت جانب نقد و خودداري از هرگونه حرمت ها و حرمتتعهد به رعايت حريم اصل احترام: -7
 شكني
علمي و دانشجويان به غير از مواردي تعهد به رواج دانش و اشاعه نتايج تحقيقات و انتقال آن به همكاران  اصل ترويج : -8
 كه منع قانوني دارد.
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 تقدير و تشكر
 يار نيستش كه ملكي نام               پرگار ستهخج آن اول بود
اي خالق بي همتا كه همواره الطاف بي كرانت روشنگر راهم بوده و نيروي راست  سپاس و ستايش تو
هاي توست. افسوس كه زبان قاصر لايزال تو گشاينده مشكلات. امروز هر چه دارم از مهربانيها و بخشندگي
 اي از كران بي كران تو.نهايتي و من ذرهزيرا كه تو بي  ،از حمد توست
دكتر سركارخانم حسين ذوالفقاريان و دكتر جناب آقاي ي ارجمند راهنما اساتيداز حمايت هاي  با تشكر 
به خاطر راهنمائي ها و پشتيباني هميشگي شان در طي اين تحقيق و كمک هاي ايشان در شهلا جميلي 
 پيشرفت توانائيهايم. جهت
پيشرفت اين تحقيق از كه در جهت  هدايت، شهبازي، ربيعي و خيراله پورمهندس  آقايانژه از و با سپاس وي
 شان را در اختيارم گذاشتند.ارزشمند هيچ كمک و راهنمائي دريغ نكرده و صبورانه تجارب علمي
يئت و نيز هدانشگاه آزاد اسلامي واحد علوم و تحقيقات  زيست شناسياز اعضاي محترم هيئت علمي گروه 
سروتراپي و رياست و كارمندان محترم بخش  مؤسسه تحقيقات واكسن و سرم سازي رازي كرج، علمي
 . سپاسگزارمو هدايت  ربيعيه مهندس ژي بويسمجانوران 
موفقيت امروز من بدون حمايت هاي اساتيد بزرگوار در طي ساليان تحصيلم امكان پذير نبود، از ايشان و از 
 صميمانه تشكر مي كنم. ،هم داشتيم كه با ياوقاتتمام  تمامي دوستانم به خاطر
 
 
 
 
 ج
 
 
كه موفقيت و ارتقاي علمي فرزندانش منتهاي آرزويش مادر عزيزم مرحومه دستان مهربان  تقديم به
 بود، به پاس آسايشي كه در جهت آسايش ايشان از خود دريغ كرد.
 
ختم. راهنمايي او همواره روشن گر مسير كه استواري را از او آموعزيزم مرحوم و پدر روح تقديم به 
 زندگيم بود و موفقيت امروز من بدون حمايت هايش ممكن نبود.
 
  روح پرفتوح همسر مهربانم كه در نقاط محروم و دور دست هميشه يار و ياورم بود. تقديم به
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 چكيده:
، منبعي براي استخراج آنموجود در  پروتئين هاي وزهر جانوري و گياهي با منشاء موجودات دريايي 
 مي داروهايي جهت درمان درد، سرطان، بيماري هاي عفوني، بيماري هاي خود ايمن، آلرژي ها و فشارخون
از نظر ويژگي هاي زهرشناختي، تعيين حداقل دوز كشنده  خليج فارس سياه خال فرياله ،رساله اين در باشند.
 ير اثرات هماتولوژيک، مورد بررسي قرار خواهد گرفت.) و برخي از اثرات زيستي آن نظDL05(
ميزان پروتيين زهر خام اين ماهي  .جدا گرديد فرياله خال سياه خليج فارسماهي قطعه  214زهر خام از 
 عضلاني به خرگوش هاي تحت مطالعه از طريق DL305و  DL105زهرخام به ميزان  اندازه گيري گرديد.
قبل و بعد از تزريق زهر مورد ارزيابي  CBCو  TTPو  TPلوژيک خون تزريق شد. پارامترهاي هماتو
 قرار گرفت و در نهايت الكتروفورز جهت ارزيابي وزن مولكولي زهر خام ماهي انجام شد. 
 DL05حداقل موش،  61به با تزريق زهر، . بدست آمد ميلي ليترميكروگرم/ 199ين زهر خام ئپروتميزان 
قبل از تزريق زهر به CBW  ،CBRميزان م  به ازاي هر موش محاسبه شد. ميكروگر 224معادل تقريبي 
، gp 12 =HCM، lf 3.46=VCMمقادير قبل از تزريق  بدست آمد. 1/1و  6/46 mm3ترتيب 
و  8/1به ترتيب  TTPو  TP. زمان باشد مي %8.24=TCHو  ld/g 59.31=bH، %6.23=CHCM
 ،CBRميزان بود. بعد از تزريق زهر،  132 013retilorcim/ ثانيه ثبت گرديد و مقدار پلاكت در حدود 14
 22 =HCM، lf 3.56=VCMبدست آمد. مقادير بعد از تزريق  6/9و  1/1 mm3به ترتيب  CBW 
به ترتيب   TTPو  TPبدست آمد. زمان  %7.73=TCHو  ld/g 7.21=bH، %7.33=CHCM، gp
 بود.  32 013retilorcim/ثانيه ثبت گرديد و مقدار پلاكت در حدود  92و  11
بعد  ميزان اين پارامترها و تغييرات در CBW, CBRدهد كه شكستگي سلول هاي خوني  نشان مي نتايج
  روند كاهشي داشته است. از تزريق زهر ماهي رخ داده است و
 ، استان بوشهرDL05فرياله ي خال سياه خليج فارس، اثرات هماتولوژيک،  واژگان كليدي:
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 :مقدمه -1
منحصر به فردي از محصولات  منابع به عنوان وسيع و كم شناخته شده، هاي اكوسيستم ، اينها اقيانوس
اقيانوس  منبعي از پروتئين ارزان مي باشد، كه  صرف نظر از اين جنبه وب مي شوند.متنوع محسو طبيعي 
 فزايندهو شمار فراوان  ي نهفته در آن بسيار منحصر به فرد مي باشد.ديگر استفاده هاي آن نظير اهميت داروي
ارند كه فعاليت هاي زيستي آنها مي داي از تركيبات طبيعي و مواد شيميايي نوين در اقيانوس ها وجود 
 ,inukahB( بوده و مورد استفاده قرار گيرند تواند براي توليد داروهاي مختلفي با خواص گوناگون مفيد
 ).1;5002 ,la te
محيط زيست دريايي منبعي استثنايي از محصولات فعال طبيعي مي باشد كه طبيعت ساختاري و شيميايي 
موجودات دريايي هر روز براي غذا و بقا مي جنگند  يافت نمي شود. ها آنها در محصولات طبيعي خشكي
ه منبع بالقوه اي از تركيبات و در اين جنگاوري زير آبي تركيبات شيميايي اي به كار گرفته مي شوند ك
 .)1;5002 ,la te ,inukahB( دارويي مي باشند
بيومولكول هاي استخراج شده از موجودات آبزي ويژگي هاي زيست فعال وزيست پزشكي قدرتمندي 
تلاش هاي به عمل آمده براي توسعه ي داروهاي دريايي منجر به كشف  موادي با خواص ضد  دارند.
، كاهنده يا فزاينده سم، ضد اسپاوليتيک، ضد انعقاد، ضد درد، تنظيم كننده ي رشد، هميكسرطان، آنتي بيوتي
از موجودات  متنوع محصول  22261تا اين زمان تقريبا  ي فشار خون و حتي عوامل ضد ايدز گرديده است.
 ).1;5002 ,la te ,inukahB( مقاله گرديده است 2286دريايي جدا شده اند كه منجر به توليد 
توجه زيست شناسان را به خود  بيوتوكسين هاي به دست آمده از موجودات زنده ي دريايي غالباً
 معطوف داشته اند زيرا آنها اثر قابل توجهي بر روي موجودات زنده جوامع دريايي از خود نشان مي دهند.
 وده به زهر نمايند.وم و آلسمم قرباني خود را مجروح، بسياري از موجودات دريايي مي توانند مستقيماً
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براي مطالعه ي بيوتوكسين  بيوتوكسين ها در سرتاسر سري هاي فيلوژنيكي جانوران دريايي يافت مي شوند.
هاي دريايي انگيزه هاي عملي قابل توجهي وجود دارد زيرا همچون ديگر توكسين ها از نظر زيستي بسيار 
 ).1;5002 ,la te ,inukahB(مفيد مي باشند ، اين از نظر پژوهش هاي زيست پزشكيفعال بوده و بنابر
به دليل  اين امراز نظر شيميايي چالش برانگيزترين اهداف محسوب مي شوند كه  ي درياييتوكسين ها 
براي فارماكولوژيست ها و بيوشيميست  ساختماني و محدوديت دسترسي به آنها مي باشد.هاي پيچيدگي 
 ل و ويژه بودنشان، بسيار جذاب مي باشند.ها، توكسين هاي دريايي به دليل قدرت عم
توكسين هاي دريايي داراي طيف وسيعي از فعاليت هاي زيستي مي باشند و اغلب اين فعاليت ها با 
توكسين ها مولكول هاي  اين موضوع مؤيد اين اصل مي باشد كه  مي شوند. ءمقادير اندكي از توكسين القا
زيستي اي كه توسط توكسين ها بروز داده مي شوند براي فعاليت هاي  بسيار قدرتمندي مي باشند.
از خطر حمله ي زهري زيرا عمل توكسين هم حفاظت از موجود  موجودات هدف، زيان آور مي باشند،
بر خلاف اثرات زيان  .و يا مرگ آن مي گردد بي حركت نمودن شكارباعث ساير موجودات مي باشد و هم 
ن ها اين قابليت را دارند كه براي تأثير بر روي موجودات غير هدف آور عمومي در موجودات هدف، توكسي
اهميت علمي بيوتوكسين هاي دريايي امروزه يكي از  و به ويژه توليد داروهاي انساني به كار گرفته شوند.
در مورد  و منفي به دليل ديدگاه هاي عمومي شود. محسوب مي وعات مهم در علوم پزشكيموض
 اين دسته از تركيبات طبيعي،و خواص بر زيان آور بودن آنها مي باشد، اهميت عام ور بيوتوكسين ها كه تص
بيوتوكسين ها به دليل خواص  فعاليت هاي پژوهشي بر رويامروزه  ناشناخته مانده است. عمدتاً
قابل  باليني آنها شيميايي آنها براي توليد آنتي توكسين ها يا رمزگشايي از ويژگي هايبيوفارماكولوژيک و 
 ).8891 ,nocnoC dna 1002 dna 0791 ,.la te ,daetslaH( توجيه مي باشد 
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داشتن دانش مطلق در مورد هر موجود بر اساس (بيوتوكسيكولوژي)  شناسي زيستي زهرچشم انداز علم 
كه منجر به نتايج محسوس در مورد حفظ است زنده و حل معماهاي پيچيده ي بيولوژيكي و بيوشيميايي 
منحصر به فرد مي  وميسمتوكسين هاي طبيعي  .بنا نهاده شده استانسان و منافع اقتصادي گردد سلامت 
ها يا جانوران به دست  سمهستند و از گياهان، ميكروارگانيباشند، كه داراي برخي از ويژگي هاي مشترک 
با ورود مقدار اندكي  زيستي فرايندهايو  سميكي از ويژگي هاي معمول آنها تأثير بر روي متابولي مي آيند.
 ).8891 ,nocnoC dna 1002 dna 0791 ,.la te ,daetslaH( مي باشدجاندار توكسين در بدن 
شمار فراواني از  دو نوع مي باشند: توكسين هاي گياهي و توكسين هاي جانوري. بيوتوكسين ها اساساً
گزش، ايجاد جراحت  ي ازاين موضوع ناشموجودات دريايي تهديدي براي انسان محسوب مي شوند كه 
خون و... مي باشد. در چند دهه ي گذشته پژوهش در زمينه  ي در گوشت،زهر،نيش زدن و يا وجود مواد 
، طبيعت و منبع توكسين ها و زهريانواع ماهيان  ، ابعاد جديدي پيدا كرده است.انشناسي زيستي ماهي زهر
زهري اين زمينه مي باشند. موضوع منبع اكتسابي آنها مباحث مورد علاقه در زهري بودن وضعيت حاكم بر 
پادزهرها از اهميت برخوردار است بلكه عرصه اي براي كشف ماهي نه تنها براي اطلاعات مربوط به  بودن
 ارزش درماني بر روي بشر باز نموده است. با بيوديناميک تركيبات يا جديد فعال زيست شيميايي مواد
 dna 0791 ,.la te ,daetslaH  ( ي را به دو گروه تقسيم كرده اندهرزشماري از دانشمندان، ماهيان 
 ).8891 ,nocnoC dna 1002
 وميت انسان مي شوند.سمكه وقتي به مصرف مي رسند باعث م 1سميالف) گروه ماهيان 
كه به وسيله ي ساختارهاي غده اي مجهز به اندام هاي زخم زننده  4يزهر ب) ماهيان زهري يا خار
 .احت و يا بيماري مي نمايندجرتوليد 
                                                          
 cixotorenahP1
 cixotohtnacA2
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را در ساختارهاي غده  زهرمي باشند كه  1زهري، ماهيان كرينوتوكسيکخاري و زهرحد واسط ماهيان 
 ).9991 ,.la te ,nessaalK( اي توليد مي كنند ولي اندام زهرآگين ندارند و زهر را تزريق نمي كنند
 
 سميماهيان  1-1
، طبيعت و زهرياخير، دانش بشر را بر روي انواع ماهيان پژوهش هاي به عمل آمده در چند دهه ي 
مشكل اصلي پيش روي زهرشناسان  يت آنها افزايش داده است.سممنبع توكسين ها و شرايط حاكم بر 
درجه ي  بودن اين گروه از تركيبات زيستي مي باشد.زهري دريايي، تغيير پذيري و غير قابل پيش بيني 
در يک اندام يا  مي تواننددر ماهيان زهري مواد  است متناوبا در نوسان باشد.اين ماهيان ممكن زهري بودن 
ي به گروه هاي زهربا توجه به اينكه توكسين در چه بافتي حضور دارد، ماهيان  بافت خاص متمركز شوند.
 ):9691 ,.la te ,trawetS( زير تقسيم مي شوند
 مانند بادكنک ماهيان 4ي گوشتزهرماهيان  -الف
 مانند برخي از باربوس ماهيان 9ي گنادزهرهيان ما -ب
 مانند مارماهي موري 2ي خونزهرماهيان  -ج
 مانند برخي از كوسه ها 1يزهرماهيان كبد  -د
 
  6برون ريز سمومي با زهرماهيان   2-1
مي باشند. مانند بادكنک ماهيان، تنه ماهيان، جعبه سمي و زهري اين نوع ماهيان، حد واسط بين ماهيان 
را از پوست خود ترشح ي زهرماهيان، وزغ ماهيان، گاوماهيان و گربه ماهيان. اين گروه قادرند كه موادي 
                                                          
 cixotonirC1
 cixotocrasoyhthcI2
 cixotooyhthcI3
 cixotomeahoyhthcI4
 cixototapehoyhthcI5
 cixotonircoyhthcI6
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 ,.la te ,nessaalK( كنند. اين مواد قادرند ديگر جانوران دريايي را ناتوان ساخته يا آنها را دفع نمايند
م هاي سماهيان را از ميكروارگاني به نظر مي رسد اين ترشحات داراي خاصيت آنتي بيوتيک بوده و .)9991
يا غددي در پوست  سلول هاي تخصصي ماهيان فراوان و مهاجم در محيط دريايي در امان مي دارند. اين
ترشحات غده اي در محيط اطراف آنها رها مي  تزريق زهر مي باشند. و اندام هاي اما فاقد شيوه ها دارند
غدد  ن ها غالبا توكسين هاي موكوسي ناميده مي شوند.اين توكسي ).3002 ,.la te,ereirreP( شوند
ي اين دسته از ماهيان در مكانيزم دفاعي توليد كننده مواد اخطار دهنده يا دور كننده به ويژه تحت زهر
 ).0002 ,oeD( مي باشندشرايط استرس 
 
 ماهيان زهري  3-1
راسته  21گونه ماهي در  22244تقريبا  ماهيان تقريبا نيمي از مهره داران روي زمين را تشكيل مي دهند و
شامل   زهري وجود دارند كه گونه ماهي دريايي 2241، تقريبا از اين ميان خانواده وجود دارند. 122و 
سپرماهيان گزنده، عقرب ماهيان، گورخرماهيان، سنگ ماهيان، وزغ ماهيان، منجم ماهيان و گونه هايي از 
غالب اين ماهيان غير مهاجر  ).6002 ,.la te ,htimS( باشندو... مي جراح ماهيان  كوسه ها، موش ماهيان،
 ,citeraM( و كند حركت بوده و تمايل به زندگي در آبهاي كم عمق و زيستگاه هاي حفاظت شده دارند
ت كم فعاليتي، رابطه ي نزديكي با تكامل اندام زهري سمبه نظر مي رسد كه اين تمايل به  ).8891 ,.la te
گرچه فقط شمار اندكي از گونه هاي ماهيان زهري قادر به ايجاد  ).3791 ,.la te ,noremaC( دآنها دار
وميت هاي شديدي را ايجاد سممرگ و مير در انسان مي باشند، اما بسياري از ديگر گونه ها مي توانند م
هر آنها حاوي وميت با اين ماهيان، صرف نظر از خطر جاني، با درد شديد همراه بوده و زسمم نمايند.
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بسياري از تركيبات فعال زيستي مي باشد. بنابراين، اين گونه ها به عنوان منبعي از تركيبات فارماكولوژيک 
 محسوب گردند.هاي مختلف برخوردار بوده و مي توانند ابزارهايي مفيد براي پژوهش  خاصي از اهميت
 دندان،( اندام هاي زخم كننده به د وخود را توسط ساختار غده اي توليد مي كنن زهرماهيان زهري، 
اندام زهري  ).2002 ,.la te ,hcruhC(  مجهز مي باشند تا بتوانند زهر خود را تزريق كنند )... خار، نيش،
 شانه، لگني، سرپوش آبششي، سينه اي، متشكل از خارهايي است كه ممكن است در نواحي پشتي، معمولاً
 ).5991 ,.la te ,nosmailliW( داردن به گونه ي ماهي بستگي مخرجي و دمي قرار گرفته باشند و اي
بافت را سوراخ مي كند غلاف پوششي خار، كه آن را در بر گرفته است پاره شده و زهر وارد  وقتي كه خار،
 ).2002 ,.la te ,hcruhC( زخم مي گردد
فارماكولوژيک بر روي از آنجايي كه زهر جانوران گوناگون، به ويژه ماهيان، طيف وسيعي از اثرات 
عروقي انسان دارد پروتئين هاي زهر، منبعي براي ظهور داروها براي -عضلات و سيستم قلبي اعصاب،
آلرژي ها و فزوني فشار خون محسوب  ايمن، بيماري هاي خود بيماري هاي عفوني، سرطان، درمان درد،
بيشتر موجودات زنده از جمله ماهيان،  غالب اين داروها از محصولات طبيعي، مشتق مي شوند اما مي شوند.
 ).6002 ,.la te ,htimS( فعال مورد آزمايش قرار گرفته اند يمولكول هاي زيستشناسايي براي  اخيراً
كه از آنها داروهايي را  استي گوناگون بوده ها و عقرب تا اين زمان، بيشتر توجهات معطوف زهر مارها
اما، ماهيان در حال حاضر به عنوان گروه غالب جانوران زهري در  جهت درمان سرطان جداسازي نموده اند.
 بع دست نخورده اي از تركيبات سودمند پزشكي مي باشند.ابين مهره داران محسوب مي شوند كه داراي من
 
 خليج فارس و استان بوشهر 4-1
 14درجه و  61تا  82و  نسبت به خط استوا دقيقه عرض شمالي 29درجه و  29تا  24خليج فارس در 
دقيقه طول شرقي از نصف النهار گرينويچ قرار دارد. اين خليج توسط تنگه هرمز به درياي عمان و از طريق 
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آن به درياهاي آزاد مرتبط است. از بين كشورهاي همسايه خليج فارس، كشور ايران بيشترين مرز آبي 
ا خليج فارس، با احتساب جزاير در باشد. طول مرز آبي كشور ايران بمشترک را با خليج فارس دارا مي
باشد. طول خليج فارس از تنگه كيلومتر مي 2221كيلومتر و بدون احتساب جزاير در حدود  2281حدود 
عريض ترين بخش خليج  كيلومتر است. 128هرمز تا آخرين نقطه پيشروي آن در جهت غرب در حدود 
كيلومتري  11متر در  93ه خليج فارس با عمق باشد. عميق ترين نقطمي )كيلومتر 234(مايل  281فارس 
باشد. همچنين جزاير ت غرب ميسممتر در   29تا  21تنب بزرگ و كم عمق ترين نقطه آن با عمقي بين 
 متعددي در خليج فارس وجود دارند.
درجه سانتي گراد  21آب و هواي خليج فارس خشک و نيمه استوايي است. در تابستان دما گاهي تا 
درجه سانتي گراد هم  9شود. در زمستان دما تا هاي وارده ميو ميزان تبخير بيشتر از ميزان آبرسد مي
چشمه آب  14چشمه آب شيرين در كف و  224است. در عين شوري زياد آب خليج فارس،  گزارش شده
هاي . آبهاي زاگرس در ايران استها از كوهكاملا شيرين در سواحل آن جريان دارند كه منشا همگي آن
هاي هاي زاگرس در ايران و كوههاي كوهمحدود به روان آب شوند عمدتاًشيريني كه وارد خليج فارس مي
هاي اروند، كارون، جراحي، مند، دالكي و ميناب بزرگترين و پرآب ترين تركيه و عراق است. رودخانه
هاي زاگرس قرار ها در كوهي آنهاريزند كه بيشتر سرچشمههايي هستند كه به خليج فارس ميرودخانه
هاي ورودي به خليج فارس بسيار كم است كه موجب بالا بودن رسوبات كربناتي دارند. در كرانه جنوبي آب
است. به دليل محصور بودن، اثر اقيانوس بر خليج فارس بسيار ناچيز است و به همين در اين بخش شده
است. شوري بيشتر سانتي متر در ثانيه 21كم و در حدود هاي زيرين و افقي آن بسيار علت سرعت جريان
شود كه به خليج فارس نسبت به اقيانوس موجب پيدايش جريان آبي از اقيانوس هند به خليج فارس مي
است. جريان ذكر شده با كاهش دما و  چرخش عقربه هاي ساعت جهتبر خلاف موازات ساحل ايران و 
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گرم در ليتر و در انتهاي شمال غربي و در  6669گه هرمز مقدار نمک شوري همراه است به طوري كه در تن
سانتي متر در سال  1گرم در ليتر است. ميزان بارندگي در سواحل جنوبي كمتر از  22دهانه كارون در حدود 
 سانتي متر در سال است. 21تا  24و در سواحل شمالي بين 
 
 نقشه جغرافيايي خليج فارس :1-1شكل 
 
خت شناسي، خليج فارس نامتقارن و شيب ساحل جنوبي آن آرام تر از ساحل شمالي است. به از نظر ري
تقسيم مي كنند يكي تک شيب پايدار جنوبي كه  قسمتعبارت ديگر، محور طولي درياي پارس آن را به دو 
از ي قسمتپيش بوم سپر عربستان است و شيب بسيار آرام دارد و ديگري بخش ناپايدار شمالي است كه 
ومتر است. كرانه جنوبي سانتي متر در هر كيل 111رشته كوههاي چين خورده زاگرس و تغييرات شيب آن 
است كه به طور  )متر 24تا  21(، به ويژه در شرق شبه جزيره قطر، منطقه وسيع و كم عمقي خليج فارس
 )1-1(تصوير  عمده با ريخت شناسي بست، محيط تبخيري و منطقه جزر و مدي مشخص است.
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دقيقه تا  6درجه و  21دقيقه عرض شمالي و  61درجه و  29دقيقه تا  21درجه و  14استان بوشهر، بين 
دقيقه طول شرقي در جنوب غربي ايران و حاشية خليج فارس واقع گرديده است. از شمال  81درجه و  41
ي از استان قسمتفارس و  ي از استان كهكيلويه و بوير احمد، از جنوب به خليجقسمتبه استان خوزستان و 
هرمزگان، از مشرق به استان فارس و از مغرب به خليج فارس محدود شده است. مساحت استان بوشهر در 
و از نظر وسعت هفدهمين استان كشور  )درصد مساحت كل كشور 1/2(كيلومتر مربع  96194حدود 
جاورت دريا، هوا گرم و مرطوب و محسوب مي گردد. آب و هواي استان از نوع گرم صحرائي بوده كه در م
 )1-4(تصوير در مناطق دور از دريا گرم و خشک مي باشد. 
 
 نقشه جغرافيايي استان بوشهر :1-4 شكل
 21
 
 آبزيان خليج فارس  5-1
جانور زهرآگين در آب هاي  2224شناسي و ماهي شناسي در حدود  زهربنا بر بررسي دانشمندان 
در  2وميت زهريسمموجب م 9نماتوسيست و 4گزش ،1طريق زنش دريايي جهان وجود دارند كه از سه
 ).8002 ,.la te ,ajirptiS( انسان و يا موجودات دريايي مي گردند
تقسيم مي شوند. آبزيان  6فانروتوكسيکو  1كريپتوتوكسيکبه دو دسته تحت عنوان ماهيان  سميماهيان 
گروههاي مختلفي تقسيم مي گردند. آبزيان و طبيعت شيميايي آن به  زهري خود بر اساس محل توليد زهر
خود را از طريق اندام سوراخ كننده يا زخم زننده تزريق مي  زهرزهري نيز به آن دسته اطلاق مي شوند كه 
از حدود  .)مانند سفره ماهيان يا حلزون هاي مخروطي(نمايند و زهر در غدد خاصي متمركز شده است 
مي باشند كه حدود  سميگونه  23آنها يعني حدود  %81در حدود گونه ماهي موجود در خليج فارس  226
 عروقي-قلبي بر روي سيستم كه هستند هايي توكسين داراي آبزيان زهري غالباً نيمي از آنها زهري هستند.
 .)8891 ,uT( گذارند مي ثيرأت اي روده-بيشتر بر روي سيستم معده اي سميگذارند و آبزيان  مي اثر
 
 سمومد نحوه عملكر 6-1
جود در از طريق تاثير بر كانال هاي يوني و گيرنده هاي مو ومسمي موجود در پروتئين ها و پلي پپتيدها 
عمل پلي پپتيدها و پروتئين ها بر روي كانال هاي يوني و گيرنده هاي . غشاي سلولي عمل مي نمايند
زاد شدن انتقال دهنده هاي سيگنال ها باعث آ 1موجود بر روي غشاهاي تحريک پذير از طريق وارساني
                                                          
 etiB- 1
 gnitS- 2
 tsycotameN- 3
 noitamonevnE- 4
 cixototpyrC-5
 cixotorenahP یا suomoneV- 6
 noitcudsnarT-7
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 آنزيم ها مي توانند باعث  مي شوند. 4عضلاني–شده و باعث تاثير بر روي سيستم عصبي  1عصبي
، از طريق عمل بر سطوح گوناگون شده 1اسكلتي–، تخريب ساختار سلولي 2غشاء، تشكيل منفذ 9گسستگي
آنزيم هاي پروتئوليتيک و  وق شوند.و مؤثر بر عر 1يباعث آزاد شدن واسطه هاي التهاب  6انعقاد مسير
آنزيم  محسوب مي شوند. 8(انعقادي)علل مهم ناهنجاري هاي سلولي و آسيب هاي بندايشي A2 فسفوليپاز
و متالوپروتئازها مي توانند باعث القاي آزادسازي  A2هاي جانوري به شكل غير مستقيم به ويژه فسفوليپاز 
باعث تغييرات هموديناميكي و نهايتاً شوند كه   21پيش التهابي 3واسطه هاي مؤثر بر عروق و سيتوكين هاي
 مي همچنين اين سموم .باشند مي شايع موارد، اين در عروقي-ينشانه هاي قلب آسيب به عضو مي گردند.
 عروقي نفوذپذيري آزاد، هاي راديكال ايجاد مكمل، سازي فعال ها، مولكول چسبندگي ايجاد طريق از توانند
 ).8002 ,.la te ,ajirptiS( شوند التهابي فرايند به منجر خون، لزوجت و فزاينده
مي توانند د نشديد باش هافرايندو اگر اين  مي باشندواكنش هاي موضعي شامل درد، تورم و قرمز شدن 
پاسخ هاي آلرژيک  به صورت واكنش هاي ايمني شناختي غالباً .تغييرات هموديناميكي شوندايجاد باعث 
قي رخ عرو-و علايم قلبيدر حالات شديد، شوک آنافيلاكسي  مي باشند. (ادم) و خيز د جوشنظير ايجا
 .);8891,uT 6002,sairA dna( خواهند داد
غشاهاي  قطبيت و عدم قطبيتوم جانوري بر روي كانال هاي عصبي عمل مي كنند و باعث سمبرخي 
 سلولي درون كلسيم .گذارند تأثيرمي عضلاني-عملكرد عصبيحساس مي شوند كه بر روي پتانسيل عمل و 
                                                          
 rettimsnartorueN-1
 ralucsumorueN-2
 sisyL- 3
 eroP- 4
 lateleksotyC- 5
 noitalugaoC- 6
 yrotammalfnI-7
 yhtapolugaoC-8
 senikotyC-9
 yrotammalfniorP- 01
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انتقال دهندگان عصبي را كنترل مي  رهاسازي و ترشح، شوند يم تنظيم يكلسيم هاي كانال وسيله به كه
يا تحريک ليگاند، كلسيم درون سلولي را افزايش  دپلاريزاسيونباز شدن كانال هاي كلسيم به وسيله  كند.
در مقابل، بسته شدن كانال هاي كلسيم به وسيله توكسين ها يا  ند.داده و انتقال دهندگان عصبي رها مي شو
فعال شدن كانال هاي سديم و بسته شدن . دهد كاهش مي را شديد، ترشح انتقال دهندگان عصبي قطبيت
باز شدن كانال هاي پتاسيم و كلريد و بسته شدن  .مي شود عدم قطبيتكانال هاي پتاسيم و كلريد باعث 
 ). 4002 ,.la te ,srettaW( باعث قطبش شديد مي شودكانال هاي سديم 
-تعدادي از توكسين هاي جانوران دريايي از طريق اثر بر كانال هاي يوني باعث بروز علايم عصبي
 يک جايگاه. نمايند مي عمل سديم هاي كانال از متفاوتي جايگاه در هاتوكسين از برخي .شود مي عضلاني
 كنندمي مسدود را ها كانال رسانايي وه پيوندخورد كونوتوكسين-µ و نساكسيتوكسي تترودوتوكسين، به
 ). 8002 ,.la te ,inimreF(
پيوند خورده و به آرامي آن را غير فعال مي نمايد. در برخي از سلول  9توكسين شقايق دريايي به جايگاه 
 مون ها مي گرددهاي اپي تليال فزوني كلسيم درون سلولي باعث پيشبرد تراوش آنزيم ها يا هور
  ). 9991 ,inajazriM dna ;8002 ,.la te ,ajirptiS(
فزوني پتاسيم و  هاي انتقالي مي تواند به تغييرات الكتروليت سرم منجر شود. مكانيسممهار برخي از 
شده و  aN-K-PTAesaتوكسين برخي از كيسه تنان دريايي منجر به مهار آنزيم  اثركاستي سديم خون در
برخي از توكسين ها بر روي غشاي سلول، منافذي را  رفت پتاسيم و درون رفت سديم مي شود.باعث برون 
درون رفت سديم باعث تورم  ايجاد مي كنند كه نتيجه ي آن برون رفت و درون رفت يون ها مي باشد.
از  برخي ديگر درون رفت مقادير فراواني از كلسيم مي تواند باعث مرگ سلول گردد. سلول ها مي شود.
و منجر به ضعف عضلاني و  مودهن مسدود عضله-در محل اتصال عصب، گيرنده هاي استيل كولين را سموم
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 ;8002 ,xuoleclaB dna ;8002 ,.la te ,ajirptiS( سيناپسي مي باشد-اين عمل، پس مي گردند.فلج 
 ). 7002 ,.la te,awazaY dna
را با گيرنده هاي استيل كولين  بنزيلاتوند خوردن كولينوكليدينل موسكاريني، پي توكسين هاي
كولين استراز را مهار مي نمايند، در  برخي از فاسيكولين هاي توكسين، استيل موسكاريني مهار مي نمايند.
 عصب انتهاي از عصبي دهندگان انتقال سازي آزاد مهار طريق از سيناپسي-نتيجه باعث پيشبرد عملكرد پيش
 گلوتامات، سروتونين، آمين، كاتكول هاي گيرنده عصبي، انتقال به مربوط هاي گيرنده از برخي .شوند مي
جانوري مي توانند از طريق اثر  سمومبرخي از  .باشند مي اسيد آمينوبوتيريک -گاما و )افيون شبه( يدئاوپيو
 dna ;8002 ,.la te ,ajirptiS( ها بر روي انتقال عصبي اثر بگذارند بر روي كانال هاي يوني و گيرنده
 .)4-1و  1-1جداول ( ) 5002 ,.la te ,yratelgniS
 
 اثرات توكسين هاي جانوري بروي كانال هاي يوني :1-1جدول 
 
 
 61
 
 
 جانوري سموم: اثرات پاتوفيزيولوژيک 1-1نمودار 
 
 ):فرياله ها( ماهيانگروه سنگ  7-1
ي و نواحي آبسنگي يافت در حوضچه هاي جزر و مد عموماًوابسته به كف بوده و  بطور كلياين ماهيان 
آرام -در منطقه ي اقيانوسي هند اين ماهيان از خطرناک ترين ماهيان محسوب مي شوند. مي شوند.
 4 خار پشتي، 91تا  41اندام زهري اين ماهيان از  پوستي زگيل مانند مي باشند. داراي غدد پراكندگي دارند.
(شكل  ينه اي با غده ي زهري ارتباط ندارندخارهاي س خار مخرجي تشكيل شده است. 9خار سينه اي و 
 ).;8891,uT 0102 ,.la te ,irattaS dna ;2102 ,.la te ,regaL dna() 1-1تا  1-9 هاي
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 خار فرياله به همراه غده ي زهري :1-9 شكل
 
 
 خارج ساختن خارها از غلاف براي دفاع :1-2 شكل
 
 
 ساختار خار زهري فرياله :1-1 شكل
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. در قاعده هر خار يک جفت غده زهري واقع شده است غلاف پوششي قرار گرفته است هر خار در يک
جانبي خار واقع شده است آزاد مي -توليد شده را از طريق يک شكاف طولي كه در ناحيه قدامي زهركه 
ي گرم زهر دارد، كه حاوي ميل 1 -21 ماهي سنگ خارپشتي زهري غده 4 كه شود مي زده تخمين. نمايد
فلج مستقيم عضله و  عمل اصلي زهر سنگ ماهي، ين هاي آنتي ژنيک با وزن مولكولي بالا مي باشند.پروتئ
 dna ;4002 ,.la te ,srettaW( غير ارادي و اسكلتي مي باشد فلج عضلات قلبي، در نتيجه
شود تزريق مي  مستقيماًزهر از طريق يک فشار مكانيكي و ايجاد يک زخم  ).5002 ,.la te ,yratelgniS
 ).8891 ,uT( )1-6 شكل( است بخش هايي از غلاف خار و خود خار نيز وارد زخم شودكه ممكن 
ساعت پس از  24 -82ي آن تا زهرو رنگ شيري دارد كه قدرت  استزهر اين ماهيان غير قابل دياليز 
باشد كه بر داراي عواملي مي خال سياه خليج فارس فرياله  زهر سنگ ماهي باقي مي ماند.نيز مرگ ماهي 
 فيبريلاسيون و عروق نفوذپذيري افزايش باعث و گذارد مي اثر عضلاني-عصبي و عروقي-قلبي دستگاه روي
همچنين اين زهر مي تواند منجر به  هموليتيک و هيالورونيدازي دارد.زهر اين ماهي اثر  مي شود. 1بطني
قابل برگشت گردد كه باعث مرگ  رو افت فشار خون سريع و غي 4گشاد شدن عروق وابسته به آندوتليوم
 موسكاريني مي M3گيرنده  CKPاز مسير PTAحساس به  K+اين زهر مهار جريان ديگر اثرات  مي شود.
  ). 0102 ,.la te ,vonauO dna ;0102 ,.la te ,irattaS dna ;8002 ,.la te ,inimreF( باشد
 پنج گونه سمي سنگ ماهيان:
 amgitsonalem aiecanyS
 atattug aiecanyS
 adirroh aiecanyS
 sinyhcart aiecanyS
 asocurrev aiecanyS
                                                          
 noitallirbif ralucirtnev- 1
 tnedneped – muilehtodnEnoitalidosav- 2
 91
 
 
 نحوه تزريق زهر فرياله با خار: 6-1 شكل
 
 )1-7 ه فرياله ي خال سياه خليج فارس در سلسله ي جانوري و پراكنش جهاني آن (شكلجايگا  8-1
                                                            مي اين ماهي به شرح زير مي باشد:مشخصات تاكسونو
                                                                                          )ailaminA( جانوران :سلسله
 )atadrohC( شاخه: طنابداران
 )atarbetreVزير شاخه: مهره داران (
 )seyhthcietsOفوق رده: ماهيان استخواني (
 )iigyretponitcA( رده: شعاع بالگان
 )iigyretpoeNنوبالگان (زير رده: 
  )ietsoeleTزير رده: ماهيان استخواني (
 )semrofineaprocS( راسته: عقرب ماهي شكلان
 )eadiiecnanyS( سنگ ماهيان :خانواده
 )aiecnanysoduesP( سودوسينانسيا :جنس
 )amgitsonalem .P( گونه: ملانوستيگما
 12
 
 
 پراكنش جهاني فرياله ي خال سياه خليج فارس: 1-1 شكل
 
 وميت با زهر آن:مسممورفولوژي فرياله ي خال سياه و  9-1
چشمانش كوچک و به  تگي هاي زگيل مانند مي باشد.برجس لي دارايو بوده بدن اين ماهي فاقد فلس
ت بالا قرار گرفته اند.دهان در سمصورت پشتي بر روي سر قرارگرفته ،به خوبي از هم جدا بوده و به 
خارهاي قرار گرفته بر روي سر خيلي  موقعيت خلفي قرار گرفته و سر داراي حاشيه هاي اندكي مي باشد.
اين ماهي خارهاي سينه اي بلندي  ي پشتي داراي غده هاي زهري مي باشند.خارها تكامل يافته نمي باشند.
بالايي باله هاي مخرجي امتداد يافته اند و اندكي لكه هاي خاكستري تا زرد كمرنگ و  قسمتدارد كه تا 
بر روي بخش نرم باله ي پشتي يک ناحيه ي سفيد رنگ  مي باشند.شيري سفيد در ناحيه ي شكمي به رنگ 
بخش خارجي و  باله پس از آن در ناحيه ي خلفي به رنگ سياه در مي آيد. ت قدامي قرار دارد.به صور
باله ي دمي سفيد يا اندكي صورتي بوده و يک حاشيه ي نوار  خلفي باله ي مخرجي سياه رنگ مي باشد.
و  91استاندارد آن  طول باله هاي سينه اي داراي لبه هاي سياه پهني مي باشند. مانند پهن به رنگ سياه دارد.
 ).6991 ,lladnaR( مي باشند) 1-8(شكل سانتي متر  81طول كل آن حداكثر 
 12
 
 
 (فرياله) تصوير طبيعي از سنگ ماهي خال سياه: 1-8 شكل
 
 مسموميتين زهر شامل مشكلات حاصله از ا زهر ماهي فرياله مخلوطي از اجزاي فعال مي باشد.
خونريزي ناشي از فعال شدن پروتئين هاي انعقادي و  خيز، ي،عضلان مسموميتكليوي،  مسموميت ،عصبي
به  ايسكمي بي حسي پوست، فلج موضعي، درد از محل جراحت به اطراف آن، خونريزي داخل عروقي،
تورم ( وپاتينلنفاد سفت شدگي و خيز در اندام مجروح، تورم گسترده، و كبودي در اطراف آن، اريتماهمراه 
افت  بي نظمي قلبي، تظاهرات سيستميک عبارتند از سختي تنفس، افتي مي باشند.و نكروز ب )غدد لنفاوي
 عوارض آن ممكن است شامل عفونت زخم،فلج و مرگ.  تشنج، ضعف عمومي عضلاني، خون،فشار 
زهر سنگ ماهي مي تواند با كند كردن دپلاريزاسيون در غشاي عضلاني  .گرانولوم پوستي و نوروپاتي باشند
هاي سيتوتوكسيک علاوه بر اين، زهر سنگ ماهي داراي توكسين شدن هدايت الكتريكي شود.باعث بلوكه 
 ). 2102 ,nosgdoH( باشدمي
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 اهداف پژوهش  11-1
با توجه به اهميت باليني و پژوهشي كه اين تحقيق دارا مي باشد مي توان به موارد ذيل به عنوان اهداف 
 آن اشاره نمود:
 ر خامكشندگي زهز ودبررسي  -1
 (الكتروفورز) بررسي پروفايل الكتروفورتيک زهر-4
 hctuDنژاد  آزمايشگاهي بر روي خرگوشخام  بررسي اثرات هماتولوژيک زهر  -9
 hctuDنژاد  بررسي اثرات و ارزيابي ميزان اثر بخشي زهر خام بر روي خر گوش آزمايشگاهي -2
 
 اهدافي كه پس از اتمام پژوهش دنبال خواهند شد 11-1
 يزهرهاي  و فراكسيونزهر بررسي تكميلي اثرات هماتولوژيک  -1
 دارويي بررسي تكميلي اثرات -4
 بررسي امكان تهيه ي پادزهر بومي از زهر فرياله -9
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ان ارسطو باز مي گردد اما تا ) مطالعه بر روي زهر ماهيان به زم8131و  2131( 1بر اساس نظر هالستيد
هيچ گزارش در مورد مطالعات انجام شده بر روي خواص شيميايي، فارماكولوژيک يا  31اواخر قرن 
 ).8791 dna ;0791 ,.la te,daetslaH( وجود ندارد سمومفيزيولوژيک 
ب ماهيان  اولين مطالعات توصيفي بر روي ريخت شناسي اندام هاي زهري عقر )9881 ,drattoB( بوتارد
را به انجام رسانيد و اولين پژوهشگري است كه مطالعاتي در مورد اثرات فارماكولوژيک و خصوصيات 
وي همچنين اولين فردي بوده است كه اندام زهري شير ماهي را شرح  شيميايي زهر ماهيان را انجام داد.
 ).5591 ,.la te ,daetslaH( داده است
پژوهشگران گوناگوني و بررسي منبع هاي موجود، پس از بوتارد بر اساس كاوش هاي كتابخانه اي 
و زهري به انجام رسانيده اند كه به تفكيک سال در پي سمي مطالعات مختلفي را بر روي انواع ماهيان 
 خواهند آمد:
 ,daetslaH( را مورد مطالعه قرار داد atattug aneaprocSهالستيد اثرات بيولوژيک زهر عقرب ماهي 
 te ,daetslaH(  silefsyhthcielaGاين پژوهشگر بر روي زهر و غده زهري گربه ماهي مكزيكي  ).1591
 atattug aneaprocSو زهر عقرب ماهي  sutaenil susotolPو گربه ماهي شرقي ) 3591 ,.la
 ).;4591 ,.la te ,daetslaH( استمطالعاتي را نيز انجام داده 
را بر روي موش  irellah sitaborUهر سپرماهي گزنده عروقي ز-و همكاران اثرات قلبي 4راسل
 ).4791 ,.la te ,llessuRصحرايي مورد بررسي قرار دادند (
اثر زهر سپر ماهي گزنده بر روي كبد و ايجاد آسيب هاي كبدي توسط زهر را  9، كادزو2631درسال  -
 ).0691 ,wozdaC(مورد بررسي قرار داد 
را   adirroh aiecnanySران برخي از اثرات فارماكولوژيک زهر و همكا 1، آوستين1631در سال  -
 ).1691,.la te ,nitsuA(مورد بررسي قرار دادند 
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را  adirroh aiecnanySعروقي زهر سنگ ماهي  –، ساندرز و همكاران اثرات قلبي 4631در سال  -
 ).2691 ,.la te ,srednuaS(مورد مطالعه قرار دادند 
 atattug aneaprocSو همكاران برخي از خواص شيميايي زهر عقرب ماهي  4، شافر1131در سال  -
 ).1791 ,.la te ,reffeahcS(را مورد مطالعه قرار دادند 
، كارلسون و همكاران مطالعاتي بر روي خواص فارماكولوژيک زهر عقرب ماهي 9131در سال  -
 ).3791 ,.la te ,noslraC( انجام دادند atattug aneaprocS
مطالعاتي را بر روي جراحات ناشي از زهر سپرماهي گزنده در انسان به انجام  9، كراس6131ر سال د -
 ).6791 ,ssorC(رساند 
و همكاران بر روي اثرات فارماكولوژيک ترشحات پوستي گربه ماهي خليج  2الحسن ،9831در سال  -
 ,.la te ,nassaH-lA(م دادند در التيام سريع زخم ها مطالعاتي را انجا sunissalaht suirAفارس 
 ).3891
را بر روي قلب ايزوله ي ماهي  snatilov sioretPاثر زهر شير ماهي  1، كرومانسكي2831در سال  -
 ).4891 ,.la te ,iksnamorohC(مورد بررسي قرار داد 
نواده ي انسان توسط زهر ماهيان خا مسموميتو همكاران، مطالعاتي را در مورد  6، كيزر1831در سال  -
 ).5891 .la te ,reziK(عقرب ماهيان انجام دادند 
           sioretPو همكاران ، پژوهشي در مورد توكسين غير پروتئيني زهر شير ماهي  1، ناير1831در سال  -
 ). 5891 ,.la te ,riaNانجام دادند ( snatilov
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را  sutaenil susotolPشرقي و همكاران، عامل كشنده زهر گربه ماهي  1، شيومي1831سال در  -
 ). 7891 ,.la te ,imoihSخالص سازي نمودند (
الحسن و همكاران پژوهشي را در مورد اثرات فارماكولوژيک ترشحات پوستي گربه  ،1831در سال  -
 ). 7891 ,.la te ,nassaH-lA( انجام دادند sunissalaht suirAماهي خليج فارس 
با زهر  مسموميت، مطالعاتي در مورد اثرات كشنده و غير كشنده ي  و همكاران 4فنر ،3831در سال  -
 ).9891 ,.la te ,renneF( سپر ماهي گزنده انجام دادند
 sioretPعضلاني عصاره خارهاي زهري شير ماهي -و همكاران، اثرات عصبي 9، كوهن3831در سال  -
 ).9891 ,.la te ,nehoC(مطالعه قرار دادند  را مورد snatilov
، شيومي و همكاران، اثر هموليتيک و فعاليت كشندگي زهر شش گونه ماهي زهري را 3831ر سال د
 ). 9891 ,.la te ,imoihS(مورد بررسي قرار دادند 
با زهر سنگ ماهي را مورد بررسي قرار داد  مسموميتاثرات باليني  2، سادرلندز2331در سال  -
 ).3891 ,.la te ,sdnalrehtuS(
بر اثر زهر سنگ ماهي را مورد  مسموميتاثرات باليني   6و همكاران و آكوت 1، لولين3312در سال  -
 ).0991 ,ttocA ; 0991,.la te ,nyllewelL(مطالعه قرار دادند 
و همكاران به خالص سازي و تعيين برخي از خصوصيات فاكتور كشنده زهر  1، پوه1331در سال  -
 ).1991 ,.la te ,hoP( پرداختند adirroh aiecnanySسنگ ماهي 
را  sinyhcart aiecnanySسيتوتوكسيک در زهر سنگ ماهي  سم، يک 8، كرگر1331در سال  -
 ).1991 ,regerK(شناسايي نمود 
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 aiecnanySشيومي و همكاران ويژگي هاي فاكتور كشنده ي زهر سنگ ماهي  ،9331در سال  -
 ).3991,.la te ,imoihS(را بررسي نمودند  asocurrev
 susotolPو همكاران به بررسي اثرات فارماكولوژيک زهر گربه ماهي هندي  1، آودي2331درسال  -
 ).4991 ,.la te ,ydduA(پرداختند  suinac
و همكاران، يک مطالعه مروري مفصل بر روي زهرها و توكسين هاي انواع  4، جي وي2331در سال  -
 .)4991 ,.la te ,eewG(سنگ ماهيان به انجام رساندند 
 sinyhcart aiecnanySو همكاران، اثرات فارماكولوژيک زهر سنگ ماهي  9، هاپكينز2331در سال  -
 ).4991 ,.la te ,snikpoHرا مورد مطالعه قرار دادند (
را بر روي  asocurrev aiecnanySاثر زهر خام سنگ ماهي  و همكاران، 2، ساويات1331در سال  -
 .)5991 ,.la te ,taivuaS(ه قلب موش را مورد مطالعه قرار دادند عضل rotpeconerdA-bگيرنده هاي
را  asocurrev aiecnanySخواص آنزيمي زهر سنگ ماهي  و همكاران، 1، گارنيه1331در سال  -
ضد فشار خون و سيتوليتيک آن را مورد مورد بررسي قرار داده و پس از خالص سازي فاكتور كشنده، اثرات 
 ).5991 ,.la te ,reinraGمطالعه قرار دادند (
از نظر كشندگي مورد  suinac susotolP ، آودي و همكاران، زهر گربه ماهي  هندي6331در سال  -
 ).6991 ,.la te,ydduA( بررسي قرار دادند
 te ,nahC( اثرات باليني زهر سنگ ماهيان را مورد پايش قرار دادند و همكاران، 6، چان6331در سال  -
 )6991 ,.la
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 aiecnanySقلبي را از زهر سنگ ماهي  4پروتئين كارديولپوتين و همكاران، 1،آبه6331در سال  -
 ).6991 ,.la te ,ebA(را جدا سازي نمودند  asocurrev
وجود نوراپي نفرين و ديگر آمين هاي بيوژنيک را در زهر سنگ  ، گارنيه و همكاران،6331در سال  -
 ).6991,.la te ,reinraG(ماهيان مورد بررسي قرار دادند 
 setsipanmyGعروقي زهر سنجاب ماهي -، هاپكينز و همكاران، اثرات قلبي8331در سال  -
 ).8991 ,.la te ,snikpoH(را مورد مطالعه قرار دادند  sutaromram
را از  utaromram setsipanmyGsفعاليت زهر سنجاب ماهي  و همكاران، 9چرچ، 3331در سال  -
 ).9991 ,.la te ,hcruhC( قرار دادند اتكولامين هاي درون زاد را مورد بررسينظر آزادسازي ك
در زهر سنگ ماهي  را 2تركيبات كولينو ميمتيک وجود  ، چرچ و همكاران،2224در سال  -
 ).0002 ,.la te ,hcruhC( را مورد بررسي قرار دادند sinyhcart aiecnanyS
عضلاني را در -عروقي و عصبي-قلبي ز بودن اثراتوبه دوابسته ، چرچ و همكاران، 2224در سال  -
 ).0002 ,.la te ,hcruhC(را مورد بررسي قرار دادند  sinyhcart aiecnanySزهر سنگ ماهي  ماهي 
، چرچ و همكاران، تشابهات فارماكولوژيک زهر هاي ماهيان زهري را مورد مطالعه قرار 2224در سال  -
 .)0002 ,.la te ,hcruhC(دادند 
، ساويات و همكاران، اثرات پروتئين تراكي نيلايزين حاصله از زهر سنگ ماهي 2224در سال  -
 ).0002 ,.la te ,taivuaS(را مورد بررسي قرار دادند  sinyhcart aiecnanyS
 siralucimrev uguFمنشأ باكتريايي تترودوتوكسين بادكنک ماهي  و همكاران، 1، لي2224در سال  -
 ).0002 ,.la te ,eeL(عه قرار دادند را مورد مطال
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و پراكنش تترودوتوكسين در گوشت بادكنک ماهي  سميتو همكاران،  1وازكوئزا-، نئوز2224در سال  -
 ).0002 ,.la te ,zeuN(را مورد مطالعه قرار دادند 
را مورد   atsubor sehtsetoNو همكاران، فعاليت بيولوژيک زهر ماهي  4، هاهن2224در سال  -
 ).0002 ,.la te ,nhaH( ررسي قرار دادندب
و همكاران، توانايي تراكي نيلايزين را در آزادسازي كاتكولامين ها را مورد  9، مونير2224در سال  -
 ).0002 ,.la te ,reinueM( بررسي قرار دادند
بادكنک  سمو همكاران، مطالعاتي در مورد برخي از اثرات  2، محمود1224در سال  -
 ).1002 ,.la te ,dumhaM(به انجام رسانيدند  acotap nedonolehCماهي
عروقي زهر سنجاب -، چرچ و همكاران، پژوهشي در مورد خنثي سازي اثرات قلبي1002در سال  -
 ). 1002,.la te ,hcruhC(نجام دادند ا .ps aiecnanySپادزهر سنگ ماهي  ماهي با استفاده از
بر  snatilov sioretPآدرنرژيک  و كولينرژيک زهر شير ماهي ، چرچ و همكاران، اثر 4224در سال  -
 ). 2002 ,.la te ,hcruhC(عروقي را مورد بررسي قرار دادند -روي فعاليت قلبي
، خو، مطالعاتي بر روي پروتئين هاي زيست فعال زهر سنگ ماهيان گوناگون انجام داد 4224در سال  -
 ).2002 ,.la te ,oohK(
و همكاران، اثر پروتئين تراكي نيلايزين و توانايي آن در ايجاد منفذ بر روي  1ونو، آن4224در سال  -
 ).2002 ,.la te ,uonuonauO(غشاي سلولي را مورد بررسي قرار دادند 
بادكنک ماهي به انجام  سمبا  مسموميتمطالعات باليني را بر روي  و همكاران، 6، ايبيستر4224در سال  -
 ).2002 ,.la te , retsibsI(رساندند 
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با زهر عقرب ماهيان  مسموميتو همكاران، علائم باليني و جراحات ناشي از  1، حداد9224در سال  -
 ).3002 ,.la te ,daddaH(گوناگون را مورد پايش قرار دادند 
با  مسموميت، چرچ و همكاران، به بررسي نوسانات يون كلسيم داخل عروقي در اثر 9224در سال  -
 ).3002 ,.la te ,hcruhC(عقرب ماهيان پرداختند  زهر خانواده
 suhtnacanaruelPتوكسين بادكنک ماهي درياي سرخ  سميتو همكاران،  4، السيد9224در سال  -
 ).3002 ,.la te ,deyaS-lE(را مورد بررسي قرار دادند  sutarelcs
ترشحات پوستي گربه ماهي ها آكانتوتوكسين ها و  و همكاران، كرينوتوكسين ها، 9، پرير9224در سال  -
 ).3002 ,.la te ,ereirreP( و فعاليت هاي بيولوژيک آنها را مورد بررسي قرار دادند
گونه بادكنک ماهي در  2را در  سميتو همكاران، پروفايل تغييرات  فصلي  2، گش2224در سال  -
 ).4002 ,.la te ,hsohG(منطقه بنگال را مورد بررسي قرار دادند 
و همكاران، اثرات فارماكولوژيک عصاره خام خارهاي زهري زروک ماهي  1، موهوري2224ل در سا -
 ).4002 ,.la te ,iruhuM(را مورد مطالعه قرار دادند  sugra sugahpotacS
چند گونه بادكنک ماهي انجام داد  سم، مطالعاتي عمومي بر روي 6، شكوهين1224در سال  -
 ).5002 ,.la te ,nihukohS(
بادكنک ماهي انجام دادند  سمو همكاران، مطالعاتي عمومي بر روي  1، كوداما1224سال  در -
 ).5002 ,.la te ,amadoK(
و همكاران، بررسي فعاليت هاي بيولوژيكي مهم را در زهر ماهي  8روزالس-، سوسا1224درسال  -
 ).5002 ,.la te ,selasoR-asoSرا مورد بررسي قرار دادند ( asolucam enyrhpossalahT
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و همكاران، مطالعاتي بر روي باكتري مولد تترودوتوكسين در بادكنک ماهي  1وو ،1224در سال  -
 ).5002 ,.la te ,uWجام دادند (ان sepirbur uguF
همكاران، خواص بيولوژيک زهر عقرب ماهيان را مورد بررسي قرار دادند  و فيگوردو ،1224در سال  -
 ).5002 ,.la te ,oderieugiF(
و همكاران، گروهي از پروتئين هاي حاصله از زهر ماهي  4، ماگالهس6224در سال  -
شناسايي و خواص بيولوژيک و بيوشيميايي آن ها را 9به نام نترين ها  irerettan enyrhpossalahT
 ).6002 ,.la te ,se˜ahlagaM( مورد بررسي قرار دادند
 تترودو سمبا  مسموميتبررسي هاي باليني در مورد  و همكاران، يک سلسله 2، هوانگ1224در سال  -
 ).7002 ,.la te ,gnawHتوكسين انجام دادند (
 سمو همكاران، به بررسي پاسخ بيوشيميايي و فيزيولوژيک نسبت به القاي  1، عبدالموله1224در سال  -
 ).7002 ,.la te ,heluomledbA( اقدام نمودند sulahpecogal.Lبادكنک ماهي 
هماتولوژيک عصاره بدست آمده از گوشت بادكنک ماهي  سميت ، سعودي و همكاران،8224ال در س -
 ).8002 ,.la te ,iduoaSرا مورد مطالعه قرار دادند ( sulahpecogal.L
خواص بيولوژيک و بيوشيميايي موكوس و زهر گربه ماهي  و همكاران، 6، راموس1224در سال  -
 ).7002 ,.la te ,somaR( ا هم مقايسه كردندمورد بررسي و ب iixips sporohtaC
را بر روي سلول  iremulp aneaprocSو همكاران ، اثر زهر سنگ ماهي  1، سوپراني1224در سال  -
 ).7002 ,.la te ,inarpoSهاي گليوبلاستوماي كشت داده شده موش مورد بررسي قرار دادند (
تترودوتوكسين در بادكنک ماهي  سمشي از كبدي نا مسموميت، سعودي و همكاران، 3224در سال  -
 ).9002 .,la te ,iduoaSرا مورد بررسي قرار دادند ( sulahpecogal.L
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و همكاران مطالعاتي بر روي تركيبات فعال زيستي زهر سنگ ماهي  1، پريتيويراج4124در سال  -
 ).2102 ,.la te ,jarivihtirPانجام دادند ( adirroh aiecnanyS
و همكاران، خصوصيات فارماكولوژيک زهر ماهيان خانواده ي عقرب ماهيان را  ، خورا2491در سال  -
 ).3102 ,.la te ,arohKمورد بررسي قرار دادند (
) amgitsonalem aiecnanysoduesP( فارس خليج سياه خال فرياله ماهي روي بر تحقيق 9391در سال  -
عوامل هماتولوژيک و سطح سرمي آنزيم هاي موش انجام گرفت. در اين تحقيق اثر زهر ماهي بر روي 
 -هاي كراتين فسفوكيناز، لاكتات دهيدروژناز، گلوتاماتسطح سرمي آنزيمايي بررسي شد و صحر
هاي سرم شامل اگزالواستات ترانس آميناز، گاماگلوتاميل ترانس پپتيداز، فسفاتاز قليايي و آميلاز، الكتروليت
 در نهايت مشخص شد كه گيري شدند. هاي خوني اندازهمارش كامل سلولسديم، پتاسيم و كلسيم و نيز ش
هاي سفيد خون در گروهي هاي مورد بررسي و نيز سطح پتاسيم، كلسيم و شمارش گلبولسطح سرمي آنزيم
هاي صحرايي كه مورد تزريق زهر خام فرياله ماهي قرار گرفته بودند در مقايسه با گروه كنترل از موش
هاي قرمز خون و نيز سطح سديم سرمي گيري يافته ولي سطح هموگلوبين و شمارش گلبولافزايش چشم
اي و نيز كاهش سطح ماهيچه -هاي كبديافزايش سطح سرمي آنزيم. داري را نشان دادندكاهش معني
هي تواند نشانگر وجود احتمالي رابدوميوليز و هموليز و هپاتوتوكسيسيتي سم فرياله ماهموگلوبين خون مي
 ).9391(وزيري و همكاران،  باشند
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 روش هاي آزمايشگاهي: 1-3
 تخليص 1-1-3
در يک روند خالص سازي كاملاً مناسب، هر مرحله بايد منجر به حذف آلودگي ها و مواد ناخواسته و 
همانطور كه گفته شد، نه تنها افزايش در  افزايش پيش رونده در فعاليت ويژه پروتئين مورد نظر گردد. البته
فعاليت ويژه ايجاد نمي شود، بلكه تقريباً هميشه از فعاليت كمي نيز كاسته مي شود، لذا تلاش براي افزايش 
غني سازي در حين كاستن از ميزان كاهش فعاليت پروتئين، هدف اصلي در هر طرح خالص سازي مي 
خالص سازي به چند بخش يک سري روش هاي آناليتيكال را براي هر  باشد. بنابراين بايد با تقسيم مراحل
بخش طراحي كرد. مانند طراحي يک روش سريع و قابل اعتماد براي پروتئين هدف، تعيين ميزان خلوص 
مورد نظر، محاسبه مقدار كلي پروتئين در نمونه و در نهايت انتخاب روش هاي حذف آلودگي ها. بهترين 
هدف روشي است كه بافرها و مواد مورد استفاده در آن با پروتئين ميانكنش نداشته روش براي پروتئين 
نظير سانتريفوژ، رسوب دهي با نمک، اولترا فيلتراسيون، باشند و فعاليت آن حفظ شود. انواع تكنيک هاي 
 در پروسه هاي تخليص پروتئين ها noitulE ortcelEانواع روش هاي كروماتوگرافي، الكتروفورز و 
لوله  ، الكتروفورزEGAP-SDSكاربرد دارند. تعيين خلوص پروتئين هدف نيز اغلب با روش هايي نظير 
موئين، كروماتوگرافي و اسپكترومتري جرمي تعيين مي شود. روش هاي پروتئين سنجي نظير لاوري، بيوره 
راي نمونه هايي كه حاوي و ... نيز براي تعيين مقدار كلي پروتئين به كار مي روند. روش برادفورد اغلب ب
(بابائي و همكاران،  با روش لاوري را دارند مناسب است واكنشاحتمال مقادير زيادي ليپيد هستند و 
 .)4391
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 1دياليز 2-1-3
از قديمي ترين روش هاي حذف نمک هاي با وزن مولكولي پائين يا تعويض بافر، دياليز مي باشد. اين 
يي غشاي جداكننده محلول پروتئيني از بافر دياليز عمل مي كند. تكنيک براساس خصوصيت نيمه تراوا
جنس كيسه دياليز سلولزي است و در اندازه هاي مختلف توليد مي شود بسته به ماده اي كه دياليز مي كنيم، 
دالتون)، مي توان استفاده كرد. خاصيت نيمه 22221-2221بايد از كيسه هاي مخصوص (محدوده بين 
غشاء دياليز بستگي دارد و مولكول هاي كمتر از يک وزن مولكولي مشخص را از خود  ffo-tucتراوايي به 
 ..)4391(بابائي و همكاران،   عبور مي دهد در حالي كه ماكرومولكول ها نمي توانند از غشاء عبور كنند
مثل نمک ها  از اين تكنيک زماني استفاده مي كنيم كه بخواهيم از برخي مواد و ناخالصي هاي مشكل زا
و يون ها، خلاص شويم. پروتئين ها به دليل بزرگي ملكول هايشان از جدار نيمه تراوا عبور نمي كنند، ليكن 
آب و ساير ملكول هاي كوچک و يون ها از آن عبور كرده و از كيسه خارج مي شوند. جريان حركت يون 
از جايي كه غلظت آنها فراوان است به ها در دياليز طبق قانون انتشار صورت مي گيرد. هميشه يون ها 
جايي كه غلظت آنها كم است در حركت هستند. اين حركت مستقل از حركت ساير يون ها مي باشد  سمت
و هر نوع يون مستقل از يون هاي ديگر، هميشه از جايي كه تعداد آنها بيشتر است، به جايي كه تعدادشان 
مي كند، كه غلظت هر نوع از يون ها در داخل و ادامه پيدا اين حركت تا جايي كمتر است حركت مي كنند.
همچنين ممكن است اين فراواني در )1-3(شكل  غلظتي برسندخارج كيسه دياليز برابر شود و به تعادل
داخل خواهد بود. در هنگام دياليز  سمتخارج به خارج از كيسه باشد. پس نتيجه آن حركت يون ها از
 نفوذ كنند و همزمان انواع ديگري از آنها، به خارج بروند.يون ها به داخل ممكن است، انواعي از
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همانطور كه گفته شد، پروسه دياليز براساس اختلاف غلظت محلول ها در دو سوي غشاء انجام مي 
گيرد و در صورت برابر بودن غلظت هاي دو طرف، سرعت انتشار مواد ورودي و خروجي با هم برابر مي 
هش غلظت نمک در محلول پروتئين فقط با تعويض بافر دياليز امكان پذير است، پس در طي شود، لذا كا
پروسه دياليز چندين بار بايد بافر عوض شود. هنگام دياليز بايد بافر مدام با يک همزن مغناطيسي درحال 
لا سبب چرخش باشد. از طرفي سرعت انتشار بستگي به دما و ويسكوزيته محلول دارد، اگرچه دماي با
افزايش سرعت انتشار مي شود اما در اغلب موارد (بخصوص در هنگام كار با پروتئين ها) لازم است كه 
 انجام شود. 2-8 دياليز در دماي 
 
 : دياليز با استفاده از غشاء نيمه تراوا1-9شكل 
 1سانتريفوژ 3-1-3
اد نيروي گريز از مركز و بر يک روش متداول براي تفكيک مولكول ها مي باشد كه ذرات را با ايج
 شود. مي تعيين ذرات به وارده نيروي مقدار براساس سانتريفوژ قدرت كند. مي تفكيک هم از دهي رسوب اساس
سانتريفيوژ دستگاهي است كه با ايجاد نيروي گريز از مركز، نيروي وارد بر ذرات موجود در محلول را 
به ذراتي كه به حالت تعليق در يک  )1-21بخشد (شكل  افزايش داده و ته نشين شدن آنها را سرعت مي
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وژ دو نيرو به ذره وارد يمحلول قرار دارند، نيروهاي مختلف و مخالف هم وارد مي شود. در هنگام سانتريف
است و نيروي حاصل از حركت دوراني  جسمثقل بر جرم مي شود: نيروي وزن كه نتيجه اثر نيروي 
ساختن ذره دارند. در صورتي  زاويه اي را ايجاد مي كند، سعي در راسبيكنواخت سانتريفيوژ كه سرعت 
كه نيروي انتشار و نيروي اصطكاک ايجاد شده از طرف محلول، با دو نيروي فوق مخالفت دارند. اگر 
چنانچه دو نيروي اول بر دو نيروي دوم غالب شوند، در اين صورت ذرات معلق در محلول، با سرعتي 
با جرم و حجم ذره است، شروع به ته نشين شدن خواهد نمود. چهار نكته اساس راسب معين كه متناسب 
 شدن را نشان مي دهد:
هرچه جسم يا مولكول، پر حجم و سنگين باشد، حركت آن جسم سريعتر از اجسام كم حجم و سبک  -1
خواهد بود.
ركت آن سريعتر هر چه جسم يا مولكول متراكم تر باشد، يعني حجم نسبي كمتري داشته باشد، ح -4
خواهد بود.
يا مولكول كندتر صورت خواهد گرفت. جسمهر چه محلول متراكم تر باشد، حركت  -9
يا مولكول كندتر صورت خواهد گرفت. جسمهر چه ضريب اصطكاک بيشتر باشد، حركت  -2
معمول ترين كاربرد اين تكنيک رسوب دادن ذرات است، اما علاوه براين يكي از كاربردهاي مهم آن 
-noitatnemideSبدين ترتيب با محاسبه سرعت رسوب گذاري (عيين وزن مولكولي ذره مي باشد. ت
)، مي توان از آن براي تعيين وزن مولكولي، تعيين خلوص ماده، جدا كردن و مشخص كردن tnociffoc
 مواد موجود در محلول هاي مورد آزمايش استفاده نمود.
د مي كند به نيرويي كه جاذبه به ذره وارد مي كند عبارتست از وژ به ذره وارينسبت نيرويي كه سانتريف
 نمايش داده مي شود:   )dleif lacigufirtnec evitaler( FCRيا g. و با  smc 089-2
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  4[ = )g( FCRΠ2 nim ver(-1)2 089 ]0063 / r
 01×11.1( = )g( FCR-5nim ver( )-1)2 r
 روتور است.شعاع  r) و mprهمان دور بر دقيقه ( nim ver
روش كار به اين صورت است كه محلول مورد نظر را داخل تيوب هاي مخصوص مي ريزيم و در 
محفظه مخصوص لوله ها كه روتور ناميده مي شود، قرار مي دهيم، در ضمن نحوه قرارگيري لوله ها در 
.)4391(بابائي و همكاران،   دستگاه بايد دو به دو مقابل هم و بالانس باشند
 : دستگاه سانتريفيوژ يخچال دار4-9ل شك
 
 1اسپكتروفتومتري 4-1-3
يكي از مهمترين روش هاي تجزيه اي كه در اختيار بيوشيمي دان ها قرار دارد، اسپكتروفتومتري است. اين 
روش بر اين حقيقت استوار است كه ساختار مولكولي ويژه در محلول مي تواند طول موج خاصي از نور 
 و كيفي نظر يش از ساير اجزاء جذب كند و با بررسي جذب در آن طول موج مي توان ازتابيده شده را ب
 است: شده گذاري پايه تكنيک دو اساس بر اسپكتروفتومتر كرد. بررسي را نظر مورد ماده كمي
 طيف سنجي  -الف
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 رنگ سنجي -ب
بع نور، عدسي، شكاف ها، ي است كه نور مونوكروم را به وجود مي آورد و داراي منقسمتبخش اسپكترومتر 
مونوكروماتورها (صافي يا منشور) مي باشد و بخش فتومتر داراي ابزار سنجش نور است. يک دستگاه 
 )  از اجزاء زير ساخته شده است:1-11اسپكتروفتومتر تک پرتويي (شكل 
لكتريک، منبع نور، موازي ساز يا عدسي، تكفام ساز، گزينشگر طول موج يا شكاف، كووت، سلول فتو ا
 نمايشگر يا گالوانومتر
 
 : دستگاه اسپكتروفتومتر9-9شكل 
 
لامبرت هنگامي -مطابق قانون بير لامبرت تبعيت مي كند.-جذب نور توسط يک محلول رنگي از قانون بير
به غلظت ماده مورد نظر و يا به قطر لوله يا مسيري كه نور ميزان جذب نور عبور مي كند كه نور از محلول 
دارد. به عبارت ديگر، هر اندازه غلظت ماده مورد نظر و قطر لوله بيشتر  بستگي) b(له طي كرده است در لو
). بنابراين مي توان 1-41كمتري از محلول عبور مي كند (شكل باشد، نور بيشتري جذب مي شود و نور 
 نوشت:
 DO = Cb = tI/oI gol =A
شدت  oI جذب نهايي مي باشد.  Aل مورد نظر و غلظت محلو Cمسير عبور نور بر حسب سانتي متر،  b
 شدت پرتوي عبور يافته از نمونه است.  tIپرتو قبل از عبور از نمونه. 
 14
 
 
 فتومتريرو: اساس روش اسپكت2-9شكل 
 
تواند گيري شدت نور در طول موج هاي مختلف استفاده مي شود و مياندازه تومترها مستقيماً براياسپكتروف
ر تابشي مخابره شده يا جذب شده باشد. با استفاده از اين اطلاعات و مقايسه آن با نماينده درصد نو
توان اسپكتروسكوپي را به عنوان يک ابزار استفاده كرد. مقايسه هاي به دست آمده ميها و دادهدانسيته
ت نور حل شده موجود در حلال مثال خوبي است. بدين ترتيب كه با ثب هروجها براي تعيين غلظت طيف
توان به ارسال و دريافت شده در طول موجي خاص و بررسي طول موج جذب شده توسط حلال مي
غلظت آن پي برد. سپس آناليز محلول با غلظت ناشناخته، با داده هاي معلوم مقايسه مي شود و به كمک 
وجود دارد نيز ها چندين نوع حلال هايي كه در آنتناسب غلظت محاسبه مي گردد. اين عمل براي محلول
 .)4391(بابائي و همكاران،   قابل استفاده است، البته به دقت بيشتري در آناليز طول موج ها احتياج دارد
 
 پروتئين سنجي 5-1-3
 1سنجي به روش لاوريالف) پروتئين 
يكي از متداول ترين روش هاي پروتئين سنجي محسوب مي شود كه در بيشتر شرايط جايگزين قابل 
بر اساس دو واكنش  لاوري اي ساير روش هاي دشوار و پر هزينه سنجش پروتئين شده است روشقبولي بر
 صورت مي گيرد و پي ريزي شده است:
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پپتيدي پروتئين ها تحت شرايط قليايي با مس واكنش مي دهند و يون ) واكنش بيوره: در آن باندهاي 1
 اكنش مي دهد.) وtnegaer niloFتوليد مي كنند كه با معرف فولين ( uC+
: اساس اين روش متكي بر تشخيص و اندازه گيري اسيد آمينه هايي با uaetlacoic-niloF) واكنش 4
بنيان فنلي مي باشد، در واقع اكسيداسيون اسيدهاي آمينه آروماتيک باعث احياء شدن فسفوموليبد و 
يوم آبي خواهد شد، كه ) و تبديل آن به هتروپلي موليبدينetatsagnut odbylomohpsohPتنگستات (
) nisoryTبه توليد رنگ آبي غليظ خواهد شد و غلظت آن تا حدودي به مقدار تيروزين ( اين واكنش منجر
 lm/gm). دقت و حساسيت اين روش حدود 1-91و تريپتوفان موجود در پروتئين وابسته است (شكل 
قابل استفاده  2/12-2/1 lm/gmهاي پروتئين با غلظت بين  است و به خوبي براي سنجش محلول 2/12
 .)4391(بابائي و همكاران  است
 
 
گروه فنلي واحد هاي تيروزين در حضور معرف فولين يک رنگ آبي ارغواني توليد مي كند. (شدت رنگ در اثر  :1-9شكل 
 وجود مقادير متفاوت پروتئين است).
 
 الكتروفورز 6-1-3
دادن آنها در مي توان با قرار، هانو پروتئي ANDي مانند هاي زيستماكرومولكول دليل بار دار بودنبه 
يک ميدان الكتريكي، آنها را بر اساس خواص فيزيكي مانند شكل فضايي، وزن مولكولي و بار الكتريكي 
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هاي باردار در ها، بر اساس مهاجرت پروتئيناين امر توسط فناوري مهم جداسازي پروتئينتفكيک كرد. 
ها براي تخليص طور كلي، اين روشنام الكتروفورز انجام مي شود. بهفرايندي به ميدان الكتريكي، طي
تري وجود دارد و هاي جايگزين سادهگيرد، زيرا معمولا روشها مورد استفاده قرار نميمقادير زياد پروتئين
باشند. ها ميئينهاي الكتروفورز اغلب داراي اثرات جانبي بر روي ساختمان و بنابراين عملكرد پروتروش
هاي بيولوژي، الكتروفورز در رشتهباشد. روش عنوان يک روش جداسازي مفيد ميهرچند، الكتروفورز به
 .)4391همكاران  و (بابائي دارد وسيعي بيولوژي مولكولي و.... كاربرد ژنتيک، بيوشيمي، داروشناسي، پزشكي،
ريكي را الكتروفورز گويند. اساس كار در واقع مهاجرت ذرات باردار تحت اثر يک ميدان الكت
الكتروفورز بر خاصيت اسيد و باز مي باشد، از اين رو هر تركيبي كه داراي بار الكتريكي بشود، مي توان 
براي جدا سازي آن از اين روش استفاده نمود. بسياري از مولكول هاي زيستي مهم نظير اسيد هاي آمينه، 
ا و اسيد هاي نوكلئيک داراي گروه هاي قابل يونيزه هستند، بنابراين در هر پپتيدها، پروتئين ها، نوكلئوتيده
اي در محلول به صورت اجزاي باردار شده ي كاتيوني و آنيوني وجود دارند. بسته به نوع بار خالص،  Hp
ورز ميدان الكتريكي به سمت كاتد و يا آند مهاجرت مي كنند. يكي از مزاياي الكتروفاين اجزا تحت اثر يک 
دهد تا بتواند سريعا ًمشاهده نمود و اين به محقق امكان مي هاي جداشده راتوان پروتئيناين است كه مي
هاي مختلف موجود در مخلوط يا شدت خلوص يک فراورده پروتئيني را برآورد نمايد. تعداد پروتئين
زوالكتريک و حدود وزن ها، نظير نقطه ايالكتروفورز امكان تعيين بعضي از خصوصيات مهم پروتئين
 .)4391(بابائي و همكاران  سازدمولكولي را فراهم مي
براي آناليز مولكول هاي زيستي بيشتر از ژل هاي آگاروز پلي آكريل آميد در الكتروفورز استفاده مي 
استفاده مي شود. خواص ژل به پيوندهاي هيدروژني درون  ٪ 9و  ٪ 1غلظت هاي شود. آگاروز معمولا در 
لكولي و بين مولكولي ميان زنجيره هاي طويل آگاروز بستگي دارد. اندازه ي روزنه در ژل توسط غلظت مو
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از غلظت هاي پائين ژل و روزنه هايي با  ژل قابل كنترل است. به طوري كه روزنه هايي با اندازه بزرگ
وفورز پروتئين ها و اسيد اندازه كوچک از غلظت هاي بالاتر ژل نتيجه مي شود. ژل هاي آگاروز براي الكتر
 هاي نوكلئيک مناسب هستند.
) است. ژل هاي 46-16C° مزيت عمده ي ژل هاي آگاروز در دسترس بودن آنها در دماي ذوب پائين ( 
آكريل آميد ساخته مي شوند. بنابراين ژل هايي با درصد پائين آكريل آميد  ٪ 29تا  9آكريل آميد با محتواي 
ن بزرگ است و در الكتروفورز پروتئين ها استفاده مي شود. اين ژل ها در جدا سازي ) اندازه روزنه شا٪ 9(
  نيز كاربرد دارند. AND
در بعضي موارد استفاده از ژل هاي گراديان در سيستم ژل الكتروفورز مي تواند در زيست شناسي كاربرد 
ژل هايي استفاده مي شود كه اندازه ي داشته باشد. در اين نوع به جاي ژلي با اندازه روزنه ي يكنواخت، از 
 ٪ 14در ابتداي ژل تا  ٪ 1مختلف آن متفاوت است. در اين نوع ژل ها، غلظت آكريل آميد روزنه در نقاط 
در انتهاي ژل متفاوت است. اختلاف در غلظت آكريل آميد، سبب تفاوت اندازه روزنه ها در ژل مي شود. 
) اندازه روزنه ها زياد و در انتهاي ژل با غلظت بالاي ٪ 1است (در ابتداي ژل كه غلظت آكريل آميد كم 
اين است كه تعداد بيشتري از پروتئين آكريل آميد اندازه ي روزنه ها كوچكتر است. مزيت اين نوع ژل ها 
ها با وزن مولكولي متفاوت از يكديگر جدا مي شوند. پروتئين هايي كه وزن مولكولي پائيني دارند، مي 
ز روزنه هاي كوچكتر عبور كنند و در انتهاي ژل باند تشكيل دهند و پروتئين ها با وزن مولكولي بالا توانند ا
در همان ابتداي ژل باقي مي مانند. دو پروتئيني كه داراي اندازه هاي مشابه هستند ولي جرم مولكولي آنها با 
ين استفاده از روش ژل گراديان يكديگر متفاوت است به كمک اين روش از يكديگر جدا مي شوند. بنابرا
مي تواند درجه تفكيک و همچنين خلوص پروتئين ها را (نسبت به ژل با اندازه هاي روزنه يكسان) بسيار 
 .)4391(بابائي و همكاران  افزايش دهد
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 ها در الكتروفورز پروتئين تمواد تسهيل كننده حلالي 7-1-3
هاي بين مولكولي و يا در طي آزمايش دچار واكنش نمي آيندبه حالت محلول در هايي كه به راحتي پروتئين
موادي كه باعث  توان ازشوند. در اين حالت ميشوند، در روش هاي الكتروفورز به سادگي تفكيک نميمي
 شوند استفاده نمود. افزايش حلاليت آنها مي
 ر را نام برد: توان مواد زيها در الكتروفورز مياز مواد تسهيل كننده حلاليت پروتئين
رود. اوره بار الكتريكي پروتئين ها بكار ميشدن پروتئيناوره: از موادي است كه براي جلوگيري از مجتمع 
هاي بالاتر هاي كم تاثير چنداني در ساختمان پروتئين ندارد ولي در غلظت دهد و در غلظتها را تغيير نمي
 كند. پروتئين را واسرشته مي
هاي غشائي هستند. اين حلاليت پروتئين بخصوص پروتئين له مواد متداول در افزايشها: از جمدترجنت
ها با ليپيدها موثرند، مواد چون درحذف اتصالات آبگريز كه در بر همكنش پروتئين ها با يكديگر و پروتئين
 .)4391(بابائي و همكاران  شوندهاي غشايي محسوب ميمهمترين مواد در محلول سازي پروتئين
 باشند: ها شامل چهارگروه زير ميدترجنت
 69-Tو بريج  XP، لوبرول  X221تريتون غيريوني: مانند 
 ) 9-21تا  9-6ها (از شماره آمفوتري: مانند چَپس و زويترجنت
 ) SDSآنيوني: مانند سديم دودسيل سولفات (
 كاتيوني 
 
  )EGAP-SDSسديم دودسيل سولفات پلي اكريل آميد ژل الكتروفورز ( 8-1-3
) كه طي ساليان متمادي براي حل نمودن 1-21باشد (شكل نت يونيزه با بار منفي ميجيک دتر SDS
ها باعث واسرشته شدن آنها ماده با اتصال به پروتئين ورد استفاده قرار گرفته است. اينهاي غشاء مپروتئين
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هاي ديگر از هم جدا الكتروفورز يا روشتوان به وسيله ها آنها را ميسازي پروتئينگردد. پس از محلولمي
را به محيطي  SDSباشند، بنابراين هاي آبي قابل حل نميهاي غشايي عموماً در محلولنمود. چون پروتئين
 ها در محيط ژل گردد. افزايند تا مانع از رسوب پروتئينشود نيز ميبرده مي كه براي جداسازي به كار
شود (به ازاي هر دو مولكول اسيد آمينه يک مولكول پلي پپتيدي وصل مي هايبه رشته SDSدر اين شرايط 
نمايد و با ها را به زير واحدهاي تشكيل دهنده شان تجزيه ميو پروتئينيابد) به پلي پپتيد اتصال مي SDS
ني و شدن زير واحدهاي پروتئيتجزيه اين پيوندها باعث جدادهد. هاي يوني تشكيل ميها پيوندپپتيدپلي
شود. مقدار به تمام ساختمان پروتئين مي SDSهاي پلي پپتيدي و در نتيجه امكان اتصال شدن زنجيرهباز
ها با در بافر نمونه بايستي بارها بيشتر از مقدار پروتئين باشد. زيرا در صورت اشباع نشدن پروتئين SDS
 SDSد. بدين لحاظ رعايت نسبت وزن ، حركت الكتروفورزي و وزن مولكولي آنها با هم تناسبي ندارSDS
هايي با غلظت بالاي پروتئين از اهميت ويژه اي برخوردار است. حرارت به پروتئين، بخصوص در محلول
را تسهيل  SDSهاي پلي پپتيدي با شدن زنجيرههاي چند واحدي و اشباعشدن زير واحدهاي پروتئين جدا
ها شود كه امكان تجزيه پروتئينكردن بسياري از پروتئازها مي نمايد. علاوه بر اين حرارت سبب غيرفعالمي
 .)4391(بابائي و همكاران،  بردهاي مختلف از بين ميرا توسط آنزيم
-SDSدر آيد. يک وسيله قدرتمند براي جداسازي و تعيين اندازه مولكولي به حساب مي EGAP-SDS
و يک نوع ماده احياء كننده  SDSا در محلول حاوي هاي پروتئيني، آنها ربراي آماده نمودن نمونه EGAP
دهند. مركاپتواتانول) مي گذارند و به مدت چند دقيقه در حرارت آب جوش قرار مي-β(معمولاً 
مركاپتواتانول با احياء پيوندهاي دي سولفيدي (كه در نگهداري ساختار سوم پروتئين نقش مهمي دارند) 
نيز به پروتئين ها پيوند مي شود و آنها را غير طبيعي مي  SDSساختار سوم پروتئين ها را بهم مي ريزد و 
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با بار  SDSهمراه مولكول هاي كند. در اين شرايط پروتئين ها ساختار ميله اي شكل به خود مي گيرند و 
 منفي هستند. 
شوند و ساختار پروتئين كاملاً از ، پيوندهاي دي سولفيدي، آبگريز و هيدروژني شكسته ميSDSبا حضور 
تماماً بار منفي مي گيرند و در دامنه وسيعي از  EGAP-SDSها در شود. بنابراين پروتئينيكديگر باز مي
. از آنجا كه نسبت بار الكتريكي به جرم مولكولي در اين پلي پپتيدها نسبتا ًكنندبه طرف آند حركت مي Hp
ها در الكتروفورز تحت چنين شرايطي تقريباً به طور كامل وابسته به تفاوت زي پروتئينمشابه است، جداسا
  در وزن مولكولي آنها است
 
 aN3OSO 11)2HC( 3HC :alumroF raluceloM
 83/882 :thgieW raluceloM
 : ساختمان سديم دود سيل سولفات6-9شكل 
 
كمتري  SDSهايي كه بخش قندي آنها بزرگ است شود. به همين دليل پروتئينبه قندها متصل نمي SDS
گيرند. كاهش تراكم بار منفي در اين گونه مواد باعث تحرک كمتر آنها در نسبت به وزن مولكولي به خود مي
(بابائي و  شودليل وزن مولكولي آنها بيش از حد طبيعي تخمين زده ميگردد و به اين دالكتروفورز مي
 .)4391همكاران 
 
 ساختمان ژل پلي اكريل آميد  9-1-3
فعال (از نظر شيميايي) است كه ظاهري شفاف دارد و از تركيب بار و غيربيآميد يک پليمر اكريلژل پلي
). 1-11شود (شكل ) حاصل ميedimalyrca sib enelyhtem-'N,Nآميد و بيس اكريل آميد (اكريل
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دهد، طوري كه منافذ آميد به صورت نوارهاي عرضي اين پليمر را به طور منظم به هم ارتباط ميبيس اكريل
 .شودبا قطر معين و يكسان در ژل ايجاد مي
 
 آميدآميد و بيس اكريل: پليمريزاسيون اكريل1-9شكل 
 
 DEMETشود و با افزودن ن آمونيوم پرسولفات (يا ريبوفلاوين) شروع ميپليمريزاسيون ژل با اضافه كرد
كند، تسريع ) كه به عنوان كاتاليزور عمل ميenimaid enelyhte leyhtemartet-'N,'N,N,N(
 شود. مي
ها پليمريزاسيون شود و اين راديكالهاي آزاد از پرسولفات آمونيوم ميتشكيل راديكالموجب  DEMET
پائين  Hpبراي اين پروسه ضروري است لذا در  DEMETآزاد موجود در  رشوند. چون بايمرا باعث 
(بنابراين در مواقعي كه سيستم بافري خيلي اسيدي است بايد از  شودپليمريزاسيون كاملاً متوقف مي
 واقع درهاي مناسب ديگر مثل سولفيت سديم يا اسيد اسكوربيت يا سولفات آهن استفاده شود.) اين كاتاليت
 . )4391(بابائي و همكاران  روش شميايي است يک
 
 84
 
 انواع ژل هاي استفاده شده در الكتروفورز 11-1-3
 دو نوع ژل در هنگام استفاده الكتروفورز به كار مي رود:
 )leg gnitarapeSژل جدا كننده پروتئين ها (
 )leg gnikcatSژل جمع كننده پروتئين ها (
سانتي متر است و در آن  21در طرفين صفحات شيشه اي قرار مي گيرد به طول  كه ژل جدا كننده پروتئين
هاي بسيار نازک) به ابتداي با رسيدن باندهاي پروتئيني متحرک (لايهنمونه ها از يكديگر تفكيک مي شوند. 
حركت  Hpژل جدا كننده (ژل پائيني)، پروتئين ها در يک شرايط ثابت از نظر اختلاف پتانسيل الكتريكي و 
هاي شوند. با توجه به اندازه منافذ ژل مولكولكنند و براساس اندازه و بار الكتريكي از همديگر جدا ميمي
 مولكول هاي بزرگ برخودار هستند. كوچكتر از آزادي حركت بيشتري نسبت به
ست كه ناحيه كوچكتري به طول يک سانتي متر در قسمت بالايي ژل جداكننده ا ژل جمع كننده پروتئين
قبل از ورود به ناحيه ژل  نمونه هاي پروتئيني در آنجا قرار مي گيرد. وظيفه اين ناحيه تغليظ نمونه پروتئيني
جدا كننده است. اندازه روزنه هاي ژل اين ناحيه بزرگ است و به نمونه پروتئيني اجازه مي دهد كه تحت 
 اثر ميدان الكتريكي آزادانه حركت كند.
شدن اختلاف پتانسيل الكتريكي هر جزء نمونه با توجه به تحرک الكتروفورزي خود رقرار در ژل بالايي با ب
در بين دو يون جلو دار (داراي تحرک الكتروفورزي زياد) و يون تعقيب كننده (داراي تحرک الكتروفورزي 
شود و هر انده ميگيرند. بدين ترتيب هر پروتئيني كه در جلوي اين باند باشد سريعاً به عقب ركم) قرار مي
شود. به نحوي كه پروتئين ها پروتئيني كه در پشت اين باند قرار گيرد به جلوي يون تعقيب كننده رانده مي
هاي بسيار نازكي با ضخامت چند ميكرون در مي آيند كه در حد فاصل دو يون فوق حركت به صورت لايه
 . )4391(بابائي و همكاران  خواهند كرد
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نمونه هاي قرار گرفته در قسمت بالاي ژل شروع ن الكتريكي در طرفين ژل برقرار مي شود، هنگامي كه ميدا
هاي بزرگتر به دليل  به حركت مي كنند. ژل جدا كننده نقش غربال مولكولي دارد. مولكول هايي با اندازه
 ). 1-61عامل اصطكاک كندتر از مولكول هاي كوچكتر حركت مي كنند (شكل 
 
 حل انجام الكتروفورز: مرا8-9شكل 
 
پس از اتمام الكتروفورز و قطع ميدان الكتريكي ژل در محلول هاي بخصوص رنگ آميزي مي شود و پس 
از رنگ آميزي باند هاي مختلفي در نقاط متفاوت بر روي ژل مشاهده مي شود، بدين ترتيب مي توان نمونه 
ين را مي توان با مقايسه ميزان تحريک پذيري ها را از يكديگر جدا و تخليص كرد. جرم مولكولي يک پروتئ
 آن نسبت به سايرين تعيين كرد.
 
 تكنيک هاي رنگ آميزي ژل  11-1-3
گاهي اوقات پس از الكتروفورز مثلاً به منظور بررسي خلوص يک پروتئين، آگاهي از اجزاي يک مخلوط 
ي الكتروفورزي پروتئين در واكنش با پروتئيني، تعيين وزن مولكولي و محاسبه مقدار نسبي پروتئين يا بررس
مواد ديگر، لازم است كه باندهاي پروتئيني جدا شده در ژل را رنگ آميزي نمود. تعداد زيادي از رنگ هاي 
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 lonehpomorBبراي رنگ آميزي پروتئين ها در ژل وجود دارند كه برخي از آنها عبارتند از: شيميائي 
از اين رنگ ها ترجيحاً براي پروتئين هاي خاصي به كار  . برخيkcalB odimAو neerG tsaF، eulB
شناسائي به رنگ مي شوند در حالي كه گليكوپروتئين ها قادر  O deR liOمي روند: مثلا ًليپوپروتئين ها با 
 suoruflus nishcufو متعاقباً احياء با  dica cidoirepبا يک رنگ قرمز حاصل از اكسيداسيون آنها با 
)، eulB eissamooCشيميائي كوماسي بلو () مي باشند. در بين رنگ هاي s’ffihcSگر (واكنش  dica
(بابائي و همكاران  نيز قابل روئيت اند تبيشترين حساسيت را دارد. پروتئين ها با رنگ هاي فلورسن
 .)4391
 خواهيم پرداخت: نيترات نقرهبررسي دو نوع رنگ آميزي كوماسي بلو و  در ادامه به
 
 گ آميزي كوماسي بلو        رنالف: 
باشد. از ها در الكتروفورز ميكوماسي بلو رايج ترين و پر استفاده ترين رنگ براي رنگ آميزي پروتئين
توان به حساسيت نسبتاً بالا، ثبات رنگ آميزي براي مدت هاي رنگ آميزي با كوماسي آبي ميجمله مزيت
بنابراين زماني كه هدف از رنگ آميزي، تعيين مقدار نسبي هاي طولاني و سادگي رنگ آميزي اشاره نمود، 
پروتئين باشد و تعيين خلوص يا مشاهده اثرات پروتئيني روي ژل مدنظر نباشد، رنگ آميزي كوماسي بلو 
 مناسب ترين روش به نظر مي رسد.
 
 خصوصيات رنگ آميزي كوماسي بلو
هاي  ) و گروهeydهاي زمينه (بين مولكول اين رنگ آميزي نيازمند محيط اسيدي براي جذب الكتريكي 
-. جذب يوني همراه با نيروي واندروالس منجر به اتصال كمپلكس هاي پروتئينآمين پروتئين ها مي باشد
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به هم مي شود كه اين اتصالات با رقيق سازي در شرايط مناسب، برگشت پذيرند. رنگ كوماسي بلو  eyd
حساسيت دارد. اين حساسيت بالاتر مي  kcalb odimAنگ و شش برابر ر neerg tsaFسه برابر رنگ 
 بين پروتئين و زمينه باشد. هاي بيشتر واكنشتواند به علت تشكيل 
 
 رنگ آميزي نيترات نقره ب: 
ها تا صدها برابر روش كوماسي بلو است. در بعضي از روش هاي حساسيت اشكال مختلف روش نقره ده
ر باند قابل تشخيص است. از جمله اشكالات اين روش وقت گير و گران نانوگرم پروتئين در ه 2/1نقره تا 
اي نقره و عدم يا ضعف رنگ باشد. اثر آئينهبودن اين روش و نياز آن به مواد شيميايي با خلوص بالا مي
 پذيري بعضي از پروتئين ها از مشكلات ديگر اين روش است. 
 3131الكتروفورز توسط اسوتيزر و همكارانش در سال  ها دراستفاده از نقره براي رنگ آميزي پروتئين
ميلادي مطرح گرديد. از آن زمان تاكنون بيش از صد مقاله در مورد اشكال مختلف رنگ آميزي با روش 
 .نقره به چاپ رسيده استنيترات 
بايد از  در مطالعاتي كه خلوص پروتئين اهميت دارد يا زماني كه روئيت اثرات پروتئيني در ژل لازم باشد،
رنگ آميزي با حساسيت بالاي نقره استفاده كرد. روش هاي رنگ آميزي نقره را مي توان به سه بخش 
و رنگ  revlis tnempoleved enimaidnon، رنگ هاي revlis enimaiDرنگ هاي  تقسيم كرد:
 . revlis noitcuderotohpهاي 
ن در ژل هاي ضخيم تر از يک ميلي متر براي رنگ آميزي باندهاي پروتئي revlis enimaiDرنگ هاي 
، عموماً بسيار سريع تر از رنگ هاي revlis tnempoleved enimaidnonاستفاده مي شوند. رنگ هاي 
عمل مي كند و براي ژل هاي با ضخامت يک ميلي متر يا كمتر كاربرد دارند، رنگ هاي  enimaid
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بسيار پائين معمولاً استفاده  به علت حساسيت نيز اغلب سرعت بالا دارد اما revlis noitcuderotohp
 .)4391(بابائي و همكاران  نمي شوند
 
 روش سنجش لخته 21-1-3
ترين روش هايي است كه در آزمايشگاه هاي هموسوتاز بوه كوار موي شايع  از آزمايش هاي لخته، هنوز
و  فزودن معورف شوروعمعرف بعد از ابا روند. در روش سنجش لخته، زمان تشكيل لخته در مخلوط نمونه 
براي ارزيابي عملكرد كل مسير سيستم  اندازه گيري مي شود. سنجش لخته به عنوان يک آزمايش غربالگري
انعقادي و يا براي سنجش اجزاء جداگانه در مسيرهاي پيش برنده انعقاد و ضد انعقاد بوه كوار موي رود. بوه 
يي طراحي شود كوه زموان تشوكيل لختوه را در به گونه امنظور افزايش دقت آزمون هاي سنجش لخته بايد 
 ثانيه اندازه گيري كند. 224و كمتر از  21محدوده ي مورد انتظار بيش از 
 
 آزمايش هاي سيستم انعقادي 31-1-3
به شكل سيستماتيک بررسي مي شود. سنجش هايي براي بررسي  پلاسمامعمولا سيستم انعقادي  
بدين منظور طراحي شده اند كه در آن آنزيم ها، كوفاكتورها و مهار عملكرد مسير خارجي و يا داخلي انعقاد 
كننده هاي دخيل در مسيرهاي مربوط و همچنين اثر داروها و اتو آنتي بادي ها مورد ارزيابي قرار گيرند. 
 مهمترين آزمايش ها عبارتند از:
 
 )TPپروترومبين (زمان  1-31-1-3
 كل مقدار از نمايي پروترومبين زماناد خون است. مسير خارجي انعق اين تست براي ارزيابي 
 هيچ تا شود مي اكسالاته بلافاصله شود مي گرفته بيمار از كه دهد. خوني مي دست به خون در پروترومبين
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 بافتي فاكتور و كلسيم يون زيادي مقدار بعد شود. در مرحله تبديل ترومبين به نتواند پروترومبين از مقداري
 بافتي، و فاكتور كند مي خنثي را اكسالات اثر كلسيم شود. يون مي مخلوط اكسالاته خون با ناگهاني طور به
 انجام براي لازم زمان كند. مي فعال شدن لخته خارجي مسير راه از را ترومبين به پروترومبين تبديل واكنش
  پروترومبين غلظت توسط عمده طور به زمان اين مدت زيرا است )TP(پروترومبين زمان به انعقاد موسوم
 و همچنينIIV  فاكتور خارجي يعني مسير اين فاكتورهاي كاهش به نسبت بيشتر تست شود. اين مي تعيين
  ).8002 ,.la te ,F ozziR( باشد مي حساس است، X و پروترومبين ، Vفاكتورهاي شامل كه مشترک مسير
 
 )TTPaزمان نسبي ترومبوپلاستين فعال شده ( 2-31-1-3
 داخلي مسير عوامل بررسي براي آزمايش اين ازت براي ارزيابي مسير داخلي انعقاد خون است. اين تس 
 و  IIX ,IX ,XI ,IIIV و فاكتورهاي )KWMH(ملكولي  وزن با كنينوژن كاليكرين، پري يعني انعقاد
 انعقاد درون آغاز از تست شود. اين مي استفاده پروترومبين و X، Vيعني مشترک مسير فاكتورهاي كمبود
،  IIVفاكتور ارزيابي به قادر تست مي كند. اين گيري اندازه را لخته تشكيل پاياني مراحل تا داخلي مسير
 خون به يد معرففسفوليپ و كلسيم يون حضور در آزمايش اين نيست. در انعقاد ضد و عوامل IIIX
 te ,F ozziR( مي گردد عيينت پروترومبين زمان روش همان به انعقاد زمان سپس شده، اضافه اكسالاته
 ).8002 ,.la
 
 ت:هماتوكري 41-1-3
مثلاً هرگاه  .شودگفته مي بهر خون يا1 هماتوكريت هاي قرمز در خون،گويچه درصد نسبتبه  
ها يا گلبول هاي قرمز و درصد حجم خون را گويچه 22باشد منظور آن است كه  22هماتوكريت شخص 
                                                          
 tircotameH 1
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و هماتوكريت متوسط  42دهد. هماتوكريت مردان طبيعي بطور متوسط تشكيل مي پلاسما مانده آن راباقي
تواند به ايجاد ترومبوز با ازدياد چسبندگي خون بوده و مي افزايش هماتوكريت همراه. است 89زنان طبيعي 
 .)4002 ,.la te ,sevruP( عروقي منجر شود
 
 سلول هاي قرمز خون 51-1-3
هاي قرمز، در واقع اصلي ترين  هاي قرمز يا همان گلبول )، اين سلولCBR( سلول هاي قرمز خون 
خون و عامل رنگ قرمز آن هستند. رنگ قرمز به دليل وجود مادهاي به نام هموگلوبين است كه  قسمت
قرمز، اصلي ترين وظيفه خود يعني حمل و نقل اكسيژن و دي اكسيدكربن را انجام كمک مي كند گلبول 
هاي قرمز وسيله حمل و نقل اكسيژن از ريه به بقيه سلول هاي بدن هستند. مقادير طبيعي آن  دهد. گلبول
ودكان ها مقداري كمتر و در ك اين عدد براي خانم ميليون در هر ميكروليتر خون مي باشد. 6/1تا  2/1 بين
بسته به آزمايشگاه و نوع كيت مورد استفاده، ممكن است مقياس شمارش اين سلول . مقداري بيشتر است
 .)4891گل افشان و شناسا ( مي شود CBR خوردن داروهايي مثل كلرامفنيكل هم باعث كاهش. فرق كند
 
 خون سفيدسلول هاي  61-1-3
هاي اصلي تعيين وجود عفونت در  ي از روش) يكCBW( هاي سفيد خون گيري مقدار گلبول اندازه 
هاي عفوني و غيرعفوني  ها كه جزو سيستم دفاعي بدن هستند در شرايط بيماري چون اين سلول. بدن است
هاي  ها دو جزء دارد. يكي مقدار كلي گلبول CBWشمارش. دهند هاي مختلفي از خود نشان مي واكنش
ها چون گلبول سفيد خود  ش جزء به جزء اين سلولليتر خون و جزء ديگر شمار سفيد در يک ميلي
  .معني خاص خود را داردمتشكل از پنج نوع مختلف است كه كم و زياد شدن هر كدام از اين انواع 
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 هزار در هر ميلي 21تا  1سفيد بين  سال مقدار گلبول 4هاي بالاتر از  مقادير طبيعي: در بزرگسالان و بچه
سفيد مبارزه با عفونت و حذف عوامل خارجي و مزاحم است و  لي گلبولعمل اص. ليتر خون طبيعي است
معني  CBW تغيير هر كدام از انواع. ها مسوول بروز واكنش هستند ها هم اين سلول در مواقع آلرژي
فعاليت  .دهنده عفونت با ميكروب، ويروس و يا حتي استرس باشد خاص خود را دارد و ممكن است نشان
 .شود در خون مي CBW سنگين هم براي مدتي باعث بالا رفتن تعداد شديد بدني و ورزش
 
 هموگلوبين 71-1-3
نوشته شود.  bgH ، ياBGH،  gHهاي مختلف هاي آزمايش مختلف ممكن است به صورت در برگه 
. اين ماده هستند وبينهموگلبه نام مخفف كلمه، يكي از عناصر اصلي تشكيل دهنده گلبول قرمز  اين علائم
كه در آن آهن به كار رفته خود از اسيد آمينه تشكيل شده و جايگاههاي مختلفي براي تركيب با اكسيژن 
شود و در محيط كم اكسيژن آن را  دارد. هموگلوبين در جايي كه اكسيژن زياد وجود دارد با آن تركيب مي
 .)4891گل افشان و شناسا ( كند آزاد مي
مقادير  هاي قرمز است. هنده تعداد گلبولد كلي هموگلوبين در واقع نوعي نشان ي مقدارگير اندازه 
تا  41ها مقادير بين  ليتر است و براي خانم گرم در هر دسي 81تا  21: مقدار طبيعي براي آقايان بين طبيعي
مقادير  24و بالاي  1محدوده خطر: هموگلوبين زير  .شود ليتر طبيعي محسوب مي گرم در هر دسي 61
 در بارداري كاهش مي bgH مقدار :نكته .بحراني به حساب ميآيند و حتما نيازمند رسيدگي فوري هستند
يابد چون با اينكه خونسازي كمي بيشتر شده است اما حجم مايع بدن و خون بالا رفته و مقداركلي 
ر نياز بيشتر بدن به اكسيژن و زندگي در ارتفاع هم به خاط .يابد ليتر آن كاهش مي هموگلوبين در هر دسي
 ).4891(گل افشان،  شود كمبود اكسيژن محيط باعث توليد بيشتر هموگلوبين مي
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  ها پلاكت  81-1-3
هاي  ، اجزاي كوچک ديسک شكلي هستند كه در خون وجود دارند و از بقيه سلول)tlP( ها پلاكت 
شوند و وظيفه  كه باعث انعقاد خون مي هايي هستند اين ساختارها حاوي آنزيم .خوني بسيار كوچكترند
به غير از كنترل سيستم  .قرمز از داخل رگ است اصلي آنها جلوگيري از خونريزي و خارج شدن گلبول
هاي خوني هم  انعقادي خون، از ميزان پلاكت براي بررسي روند بهبود نارسايي مغز استخوان و بيماري
مكعب خون براي  متر هزار در هر ميلي 222هزار تا  211مقادير طبيعي: پلاكت بين  شود. استفاده مي
هزار يا بيشتر  21محدوده خطر: پلاكت زير  .بزرگسالان طبيعي است. در نوزادان اين مقدار كمي بيشتر است
 هاي ضدبارداري باعث بالا رفتن قرص ت.بيعي است و نيازمند توجه ويژه اسغيرط از يک ميليون كاملاً
 .)4891گل افشان و شناسا ( دهد مي كاهش را پلاكت استامينوفن كه حالي در .شوند مي پلاكت مقدار
 
 :تجهيزات مورد استفادهو  ليست مواد مصرفي 2-3
 مواد مورد استفاده در تحقيق: 9-1جدول 
 مواد لازم جهت انجام تست هاي انعقادي
 nogaiDاز شركت  lm4،  TPكيت 
 nogaiDاز شركت  lm2،  TTPكيت 
 nogaiDاز شركت  lm4) ، ediroihC muiclaCرايد (كلسيم كل
 خرگوشطبيعي سيتراته تازه  پلاسما
 سياه خال فرياله ماهي سنگحاصل  زهر
 
 مواد لازم جهت سنجش پروتئين ها
 kcreMاز شركت  )tnegaer lonehP uetlacoic-niloFمعرف فولين سيوكالتو (
 kcreMاز شركت ) aN2OC3(كربنات سديم 
 kcreMاز شركت  )HOaN( يدروكسايدسديم ه
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 rehsiF) از شركت CKaN4H4O6H4.2Oسديم تارتارات (
 kcreMاز شركت  )oS uC4H5.2Oسولفات مس (
 )ASB(از سرم آلبومين گاوي  1lm/gmنمونه هاي استاندارد پروتئين با غلظت 
 
 مواد لازم جهت الكتروفورز 
 kcreM) از شركت edimalyrcAاكريل آميد (
 kcreM) از شركت )enahtemonima lyhtemxordyh( sirTريس (ت
 kcreM) از شركت lonahteotpacreM-2مركاپتواتانول (-4
 kcreMاز شركت  )DEMETتترا اتيل متيل اتيلن دي آمين (
 kcreM) از شركت eulb lonehp omorBبرومو فنل بلو (
 kcreMاز شركت  )SDSسديم دودسيل سولفات (
 kcreMشركت  ازگليسرول 
 kcreMاز شركت  )etaflusrep muinommAآمونيوم پرسولفات (
 DAR-OIB) از شركت edimalyrcasiB enelyhteM,´N,Nبيس اكريل آميد (
 DAR-OIBپروتئين ماركر از شركت 
 
 مواد لازم جهت رنگ آميزي ژل الكتروفورز 
 kcreMمتانول از شركت 
 kcreMاز شركت اسيد استيک گلاسيال 
 DAR-OIB) از شركت 052-R eulb tnaillirB eissamooCرنگ كوماسي بلو (
 
 تجهيزات مورد استفاده در تحقيق :9-4جدول 
 دستگاه نوع
 egufirtneC    amgiS
 elacs latigiD    )A 503 RX( asicerP
 retulE ortcelE    224 ledom daR-oiB
    knaT siserohPortcelE    daR-oiB
  02-  rezirF    oveR
 codleG    daR-oiB
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 rekahS latnoziroH    xetroV-PLEV
 rotabucnI    temmeM
 rerrits citengaM    )T-CERA( PLEV
 retem HP    )01-RM( naidireM-REVNED
  ylppus rewoP    0001 CAP daR-oiB
 retemotohportcepS    morhcoiB-BKL
 eiram-niaB      A31 obaluJ
 gab sisylaiD    amgiS
 
 منطقه مورد مطالعه 3-3
منطقه مورد نمونه برداري در اين پژوهش مناطق ساحلي با بستر گلي به ويژه جزاير عباسک و مناطق 
 ).9-1(شكل  خوري شهرستان بوشهر بود
 
 منطقه مورد نمونه برداري از ماهي فرياله :3-9 شكل
 
 ماستخراج و آماده سازي زهر خا 4-3
 به صيد شده هاي ماهي و خريداري بوشهر بندر صيادان از سياه خال فرياله ماهي سنگ قطعه 214 تعداد
پوست اطراف گرديد و  كرج منتقل رازي سازي تحقيقات واكسن و سرم موسسه سمي بخش جانوران
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به باله ها  باله پشتي و سايرخارها ي متصل به غده زهري و ابتدا خارهاي پشتي، سينه اي و مخرجي جدا 
 24مدت به كه  شدعدد غده از اين تعداد ماهي آماده  221كمک قيچي استخوان بر از قاعده بريده شد و 
 24پس از مدت زمان  .درجه سانتيگراد آنكوبه گرديد 2/. مولار در دماي 11ساعت در محلول كلريد سديم 
 در 22241g × دور   باراد درجه سانتيگ 2دقيقه در دماي  24مدت ه ساعت، محلول بدست آمده ب
سپس  .عنوان عصاره زهر خام ناميده شده محلول رويي جمع آوري و ب و گرفتقرار سانتريفيوژ يخچال دار 
درجه  2ساعت در دماي  24 كيلو دالتون به مدت 44 ابتدا با كيسه دياليز با اندازه منافذ محلول به دست آمده
  .ليوفيليزه شد گراد دياليز و آنگاهسانتي
 
 استخراج و آماده سازي زهر خام :21-9شكل 
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 زهرسانتريفيوژ مايع رويي  :11-9شكل 
 :زهردياليز  5-3
مخصوص داخل كيسه به و  گرديددر آب مقطر حل  عصاره خام ،زهربراي جدا سازي نمک ها از 
ه ب يگرادسانت درجه 2 دماي داخل يخچال همزن در روي بشر يک داخل را كيسه سپس شد.منتفل دياليز 
 زهردر نهايت  شد. تعويض بار 9-4اين مدت  طي دررا و آب داخل بشر  گرفت قرار روز شبانه يک مدت
 .گراد نگهداري شددرجه سانتي  -24اي بعدي در دماي ليوفيليزه شده و براي استفاده ه
 
 ماهي  ماندازه گيري مقدار پروتئين عصاره ي زهر خا 6-3
 ,yrwoL( به كمک دستگاه اسپكتروفتومتر اندازه گيري شد لوريبه روش ميزان پروتئين موجود در زهر 
 .)6791
 معرف هاي مورد نياز:
   1:1) به نسبت وزني HOaN) و سود (aN2OC3شامل كربنات سديم (  :Aمحلول 
 گرم كربنات سديم را به آن اضافه كنيد. 21ميلي ليتر آب مقطر حل كنيد و  221گرم سود را در  4
 ) سديم تارتاراتV/W( ٪4حلول م: Bمحلول 
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 ميلي ليتر آب مقطر حل كنيد. 21براي تهيه اين معرف يک گرم سديم تارتارات در 
 )V/W( ٪1سولفات مس : Cمحلول 
 ميلي ليتر آب مقطر حل كنيد. 21ميلي گرم سولفات مس را در  221
 مخلوط كنيد.با هم  221:1:1به نسبت  Cو  B، A): محلول tnegaer kcots yrwoL(D  محلول
 مخلوط كنيد. 1:1معرف فولين را با آب مقطر در يک ظرف تيره به نسبت : 1/2معرف فولين 
 ) تهيه مي شود.ASBاز سرم آلبومين گاوي ( 1lm/gmنمونه هاي استاندارد با غلظت  پروتئين استاندارد:
 روش كار:
ز پروتئين استاندارد ا 2221و  221، 224 ،221، 21، 24، 21)، knalB( 2lµ0001/gµ مقادير 
، از محلول پروتئيني مورد آزمايش  را در لوله هاي 222:1و  224:1 و رقت هاي  ASB)1 lm/gm(
برسانيد، سپس مجدداً به هريک   2221lµجداگانه تهيه كنيد و حجم تمام لوله ها را با آب مقطر به 
دقيقه در دماي آزمايشگاه  1يد تا اضافه كنيد و اجازه ده Dميلي ليتر معرف  4آب مقطر و سپس  2221lµ
معرف فولين اضافه كنيد و پس از ورتكس كوتاه در  221lµبماند. در مرحله بعد به تک تک لوله ها  
دقيقه قرار دهيد (گروه فنلي واحدهاي تيروزين در حضور معرف فولين يک رنگ آبي  29تاريكي به مدت 
را پس از كاليبراسيون دستگاه اسپكتروفتومتر با محلول ارغواني توليد مي كند). جذب نوري تمام لوله ها 
، را تهيه براي تعيين مقدار پروتئين مجهول نانومتر بخوانيد و نمودار استاندارد 211بلانک در طول موج 
) كه در محدوده جذب پروتئين استاندارد DO. در نهايت غلظت پروتئين مجهول با استفاده از جذبي (كنيد
 محاسبه و مقدار بدست آمده را در رقت پروتئين ضرب كنيد. A + xB = yعادله خط قرار دارد، طبق م
 نانومتر 211= مقدار جذب نوري در  Y
 = عرض از مبدا B
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 )lµ001/gµ( = غلظت نمونه x
 = شيب خط A
 
 الكتروفورز عصاره اوليه زهر  7-3
 : EGAP-SDSهاي لازم جهت آماده سازي ژل محلول
 ):Aل آميد و بيس اكريل آميد (محلول استوک اكري -1
ميلي ليتر  221آميد وزن نماييد و با آب مقطر تا حجم نهايي گرم بيس اكريل 2/8آميد و گرم اكريل 34/4
در رقيق كنيد. سپس محلول با كاغذ واتمن شماره يک صاف گردد. (محلول در ظرف تيره و در تاريكي و 
آميد از تماس آميد و بيس اكريلاشد). در هنگام كار با اكريلبسه ماه قابل استفاده ميبه مدت  2 °Cدماي 
 آن با دست خودداري كنيد و توزين آن را در زير هود با دستكش انجام دهيد.
گرم  81/11: Hp= 8/8، مولار 1/1اسيد كلريدريک -تريس: leg gnivloseR) Bمحلول ژل پائين: ( -4
محلول را روي  Hpسپس با استفاده از اسيد كلريدريک ميلي ليتر آب مقطر حل كنيد و  21تريس را در 
به مدت  2 °Cميلي ليتر رقيق گردد. اين محلول در دماي  221تنظيم شود، آنگاه محلول تا حجم نهايي  8/8
 يک ماه قابل نگهداري است.
 :Hp=  6/8مولار،  2/1اسيد كلريدريک  -: تريسleg gnikcatS) Dمحلول ژل بالا: ( -9
تنظيم كنيد و با  6/8را در حدود  Hpميلي ليتر آب مقطر حل و با اسيد كلريدريک  26يس در گرم تر 6/12
به مدت يک ماه قابل نگهداري  2 °Cميلي ليتر رقيق گردد. اين محلول در دماي  221آب مقطر تا حجم 
 است.
 : SDSمحلول ده درصدي  -2
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ميلي ليتر محلول رقيق گردد (محلول در  221ليتر آب مقطر حل كنيد و تا حجم ميلي 23در  SDSگرم  21
 دماي اتاق قابل نگهداري است).
 آمونيوم پرسولفات:  ٪ 21محلول  -1
محلول  و گرم آمونيوم پرسولفات در يک ميلي ليتر آب مقطر حل شود. اين محلول بايد تازه تهيه گردد 2/1
 باشد.به مدت يک ماه قابل استفاده مي 2 °Cدر دماي 
 ): reffub elpmaSر نمونه (محلول باف -6
 براي تهيه اين محلول مواد زير با هم مخلوط گردد: 
 
 محلول بافر نمونه: 9-9جدول 
 1 lm Hp=  6/8مولار،  2/1، lCH-sirT
 1 lm ٪21گليسرول 
 4  lm SDS ٪21محلول 
 1 lm برموفنول بلو (در آب) ٪1محلول 
 lm  2/1 مركاپتواتانول
 lm  2/1 آب مقطر
 21 lm عجم
 
  باشد.به مدت چند هفته تا يک ماه قابل استفاده مي -24 °Cمحلول بافر نمونه در دماي 
 ): reffub gninnuR - الكترود (بافر مخزن محلول بافر -1
اين محلول  Hpرا در يک ليتر آب مقطر حل كنيد (  SDSگرم گلايسين و يک گرم  21/2 گرم تريس، 9
 شود.ز به تنظيم ندارد). محلول به صورت تازه تهيه مي باشد و نيا 8/9در حدود 
 ):٪ 21( DEMET -8
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نقش  ميلي ليتر آب مقطر را با هم مخلوط كنيد (محلول تازه تهيه شود). 2/3و  DEMETميلي ليتر  2/1
 كاتاليزور را به عهده دارد و نوروتوكسيک است.
  پروتئين استاندارد: -3
ي موجود در محلول از پروتئين استاندارد با وزن مولكولي مشخص براي تعيين وزن مولكولي پروتئين ها
 استفاده مي شود.
درصد  2درصد و ژل بالا با غلظت  41در اكثر آزمايشگاه ها و مراكز تحقيقاتي از ژل پائين با غلظت  نكته:
 خلاصه شده است. 9-2استفاده مي شود، كه براي راحتي كار مقادير آن در جدول 
 
 ميلي ليتر 1/1و ژل جمع كننده به مقدار ور العمل ساخت ژل جدا كننده دست :9-2جدول 
 lairetaM
 leG gnivloseR leG gnikcatS
 ٪ X ٪ 21 ٪ 5.7 ٪ 4
 lm X×52.0 lm 3 lm 578.1 lm 99.0 siB/dimalyrcA ٪ 03
 ---- ---- ---- lm 98.1 8.6=Hp ,lcH-sirT M 5.0
 lm 578.1 lm 578.1 lm 578.1 ---- 8.8=Hp ,lcH-sirT M 5.1
 lμ 57 lμ 57 lμ 57 lμ 57 SDS ٪ 01
 lm )X×52.0(–5.5 lm 5.2 lm 526.3 lm 5.4 O2H id
 lμ 5.73 lμ 5.73 lμ 5.73 lμ 5.73 SPA ٪ 01
 lμ 57.3 lμ 57.3 lμ 57.3 lμ 5.7 DEMET
 lm 5.7 lm 5.7 lm 5.7 lm 5.7 emuloV latoT
 
 
 : EGAP-SDSبادستگاه  طريقه آماده سازي ژل و كار 8-3
اي را كاملاً با الكل تميز كنيد. سپس دو صفحه شيشه اي را به صورت عمودي، رو به ابتدا صفحات شيشه
ها نباشد قرار روي هم روي يک سطح صاف به گونه اي كه احتمال نشت محلول ژل از حد فاصل شيشه
 دهيد و توسط گيره دستگاه اين دو صفحه را محكم نگهداريد.
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) را تهيه كنيد. اجزاي ژل پائين غير از 9-2مورد نياز (جدول  Tلول ژل جدا كننده (ژل پائين) با درصد مح
ثانيه با پمپ خلاء از هوا تخليه كنيد.  29را در يک ظرف مناسب بريزيد و محلول را حدود  DEMET
تفاده از پيپت يا را اضافه كنيد و پس از هم زدن محلول به دقت در قالب شيشه اي با اس DEMETسپس 
شدن سطح ژل و جلوگيري از تا ارتفاع مناسب بريزيد. بعد از حدود چند دقيقه (به منظور صاف سمپلر
يا پيپت به آرامي از  سمپلرتماس هوا با آن) مقداري آب مقطر (يا ايزوپروپانول اشباع با آب) با استفاده از 
 12-11د بريزيد. ژل پائين معمولاً در مدت زماني كنار شيشه روي سطح ژل به نحوي كه با ژل مخلوط نگرد
شده به وضوح از آب مقطر روي آن به دليل تفاوت در ضريب شكست نور شود. ژل منعقد دقيقه منعقد مي
 باشد. قابل تشخيص مي
تهيه كنيد. (در ژل يكنواخت  9-2بعد از انعقاد ژل پائين، محلول ژل بالا (ژل جمع كننده) نيز طبق جدول 
نده با برقرار شدن اختلاف پتانسيل الكتريكي اجزاي نمونه براساس تحرک الكتروفورزيشان در بين دو كن
گيرند و به صورت لايه هاي بسيار نازک با ضخامت چند ميكرون در تعقيب كننده قرار مي يون جلودار و
 ر جدا مي شوند).مي آيند آنگاه با رسيدن به ژل جداكننده اجزاي نمونه بر اساس اندازه از همديگ
را در يک ظرف مناسب بريزيد و آب روي ژل پائين را تخليه كنيد.  DEMETاجزاي ژل بالا به غير از 
براي حذف قطرات باقي مانده آب حدود يک ميلي ليتر از محلول ژل بالا را در جدار داخلي شيشه 
نيد و پس از هم زدن سريعاً تا اضافه ك DEMETبچرخانيد و مجدداً تخليه كنيد. به بقيه محلول ژل بالا 
ارتفاع مناسب روي ژل پائين بريزيد و سپس شانه را با دقت در ژل بالا فرو كنيد. ژل بالا معمولاً در حدود 
 شود. دقيقه منعقد مي 11-24
هاي آن را روي شيشه با ماژيک مشخص كنيد اين كار پس از انعقاد ژل قبل از درآوردن شانه، انتهاي دندانه
 باشد. گذاري ميها و تسهيل در نمونهنظور تشخيص چاهکبه م
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ها جدا كنيد و در تانک الكتروفورز قرار دهيد. درون تانک شانه را خارج كرده و قالب شيشه اي را از گيره 
الكتروفورز بافر تانک (مخزن) را تا ارتفاع مناسب بريزيد. هر گونه حباب هوا در انتهاي ژل را با تزريق بافر 
 خارج كنيد. سمپلرط پيپت يا توس
ميكروليتر بافر  14با بافر نمونه ( 1:9يا  1:1محلول پروتئيني را با توجه به غليظ يا رقيق بودن آن به نسبت 
دقيقه درون آب جوش قرار دهيد.  21ميكروليتر محلول پروتئيني) مخلوط كنيد و به مدت  11يا  14نمونه و 
افر نمونه منجر به دناتوره شدن پروتئين ها مي شود و رنگ بروموفنل مركاپتواتانول موجود در ب-و  SDS
 بلو نشانگر پائين آمدن ماكرومولكول ها در حين الكتروفورز مي باشد و اتمام كار را مشخص مي كند. 
دقيقه در آب جوش قرار  21مقداري از آنها با بافر نمونه در داخل تيوپ هايي مخلوط كنيد و به مدت 
 مخصوص نمونههامليتون و كمک شانه  ميكروليتر) را با سرنگ 11-24مقداري از آنها (حدود دهيد. سپس 
 گيرد). ( به دليل وجود گليسرول نمونه در ته چاهک قرار مي ها بريزيدگذاري به دقت در چاهک
ي) را در چاهک ديگر ساير نمونه ها و در يكي از چاهک هاي ژل، پروتئين استاندارد (ماركر وزن مولكول
 بريزيد. 
به الكترودهاي مربوط متصل كنيد. سپس چنانچه دستگاه مجهز به سيستم خنک كننده  را هاي دستگاهكابل
ولت قرار دهيد و چنانچه دستگاه مجهز به چنين سيستمي نباشد ولتاژ را  224تا  211باشد ولتاژ را روي 
(شكل  باشدميلي آمپر مناسب مي 24-29 ولت تنظيم نماييد. شدت جريان الكتريكي ثابت حدود 221روي 
 . )9-2
 قبل از رسيدن رنگ نشانگر (برمو فنول بلو) به انتهاي ژل جريان برق را قطع كنيد.
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بعد از قطع جريان برق، قالب شيشه اي را از تانک الكتروفورز جدا كنيد و در كف دست قرار داده دهيد و 
ميزي به . ژل بالايي را جدا نماييد و بقيه ژل براي رنگ آبه آرامي دو صفحه شيشه اي را از هم جدا كنيد
 ظرف پلاستيكي منتقل كنيد.
 
 دستگاه الكتروفورز :21-9شكل 
 
 روش رنگ آميزي با كوماسي آبي  7-2
پروتئين ها را در يک زمينه تميز رنگ آميزي مي كند. افزودن اتانول و سولفات  اين روش در مدت زمان كم
شكل كلوئيدي  سمتدر اسيد فسفريک رقيق، رنگ مذكور را به  -R214از آبي كوماسي آمونيوم به محلولي 
آن سوق مي دهد. در طي رنگ آميزي، تعادلي بين اشكال كلوئيدي و فرم پراكنده مولكولي رنگ وجود دارد. 
بيرون  وارد ماتريكس ژل مي شود و پروتئين ها را رنگ مي كند. در حالي كه فرم كلوئيديفرم پراكنده رنگ 
 نگه داشته مي شود و به اين ترتيب از رنگ آميزي زمينه پرهيز مي شود.
 آب مقطر. ، متانول، اسيداستيک گلاسيال، R-214كوماسي آبي مواد مورد نياز: 
 وسايل مورد نياز: ظرف درب دار شيشه اي يا استيل يا پلاستيكي، مزور، ترازو، قاشقک فلزي، شيكر
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 هاي مورد نياز: محلول
 14ميلي ليتر متانول حل كنيد و سپس به آن  141در  R -214گرم كوماسي آبي  2/14حلول رنگ آميزي: م
 1اين محلول را توسط كاغذ واتمن شماره سي سي آب مقطر اضافه نمائيد.  221سي سي اسيداستيک و 
 صاف كنيد. 
ميلي ليتر آب مقطر را به  228و  ميلي ليتر اسيد استيک گلاسيال 221ميلي ليتر متانول،  221محلول رنگ بر: 
 هم اضافه كنيد و خوب هم بزنيد. 
 روش كار: 
در آب مقطر، توسط شيكر به آرامي  دقيقه 9 و آن را دو بار به مدت ژل را در ظرف پلاستيكي قرار دهيد
 پس از اين كار به ظرف محتوي ژل محلول رنگ آميزي به اندازه اي كه سطح ژل را بپوشاند شيک نماييد.
اضافه كنيد. ژل را به مدت دو ساعت روي شيكر با سرعت آرام قرار دهيد و سپس محلول رنگ آميزي را 
خارج كنيد و ژل را دوباره با آب مقطر شستشو دهيد. آنگاه درون ظرف درب دار حاوي ژل محلول رنگ بر 
ره را با محلول تازه اضافه كنيد. پس از مدت زماني محلول رنگ بر تيره مي شود، اين محلول رنگ بر تي
تعويض كنيد. اين كار را چند بار تا زماني كه زمينه ژل شفاف و باندهاي پروتئيني به وضوح ديده شود 
 ).21كشد (شكل ساعت طول مي 9تا  4تكرار كنيد. اين عمل حدود 
 
 زهر و اجزاي آن هموليتيکبررسي فعاليت  9-3
گارنيه و همكاران بر روي گلبول هاي قرمز شسته  شبراي بررسي فعاليت هموليتيک زهر فرياله از رو
به اين منظور به يک ميلي ليتر نمونه از زهر  .)5991 ,.la te ,reinraG( شده خرگوش استفاده گرديد
 224)، ميكروگرم در ميلي ليتر 1و  9/1 ،4 /.،1با غلظت هاي ( ميلي مولار 211محلول در كلريد سديم 
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دقيقه در دماي اتاق  29اريتروسيت هاي مذكور اضافه گرديد و به مدت  %4ميكروليتر از سوسپانسيون 
دور در  2229دقيقه در يک سانتريفيوژ يخچال دار با دور  1به مدت مذكور سوسپانسيون  نگهداشته شد.
ن هموگلوبين آزاد تا ميزا شدقرائت  نانومتر 221دقيقه سانتريفيوژ گرديد و جذب مايع رويي در طول موج 
 در نهايت درصد هموليز از رابطه ي زير محاسبه شد:ص گردد. شده مشخ
 ] = درصد هموليز DOtset - DOenilaS] / [ DOo2H - DOenilas×   [221
 
 :ماهي فرياله خال سياه زهر سميتبراي تعيين  hcneuM dna daeR آزمايش 11-3
 ساخته شد لينسا ليتر ميلي 1در  زهرميلي گرم  1خشک يک محلول حاوي  زهردر آزمايشات بعدي از 
 ،221 مختلف دوز و چهار مي باشد ميلي ليترگرم در ميكرو 2221 ميلي گرم در ميلي ليتر يا 1آن  غلظتكه 
 81- 24 آزمايشگاهيموش سرچهار به ها  دوزكدام از اين از هر  گرم در ميلي ليترميكرو 222و  229 ،224
براي  تعيين شود. DL05تا حدود  )9-1 صوير(ت گرديد از طريق وريد دم تزريق VIبه صورت  گرمي
 .تشخيص گروه موش ها از رنگ آميزي استفاده گرديد
 
 به موش آزمايشگاهي زهرنحوه تزريق : 11-9 شكل
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 :ماهي فرياله خال سياه زهر DL05براي تعيين  niaMآزمايش  11-3
و ميزان مرگ و مير  شديق تزر )ميلي ليتر 2/1 شهر مو( موشسر 2ميلي ليتر از هر غلظت را به  4 حجم
به صورت داخل  آزمايشگاهيبه موش  پس از تزريق زهر. گرفتمورد بررسي قرار ساعت  24پس از 
 تعرق، فلج بخشي از بدن، چرخش، لرزش،مانند  وريدي به منظور تعيين متوسط دوز كشندگي علايم باليني
 بررسي شد. گهانينكروز و كبود شدگي و مرگ نا خروج بزاق از دهان، خروج ادرار،
 ماهي فرياله خال سياه خليج فارس محاسبه حجم هاي مورد نياز از محلول زهر: 9-9جدول 
حجم 
 نهايي
ين سالا
 ميلي ليتر
 استوک
 ميلي ليتر
 4براي  زهر ميزان
 ميلي ليتر 2موش در 
براي هر موش  زهرميزان 
 ينميلي ليتر سالا 1/5در 
رنگ و 
 تعداد موش
 211 226gµ 2/6 1/2 4cc 
موش  سر 2
 قرمز پشت
 261 gµ 2/61 1/24 4cc
 211×1/14=181/1
 231
موش  سر 2
 آبي پشت
 243gµ 2/43 1/82 4cc
 181/1× 1/14
 294=  294/9 
موش  سر 2
 سبز پشت
 1/14×294/9=  214  2821gµ 1/82 2/43 4cc
موش  سر 2
 سفيدپشت 
 
 )DL05( دوز كشندگي 21-3
 ي از رابطه ي زير محاسبه گرديد:در نهايت ميزان متوسط دوز كشندگ
    
  21درصد مرده كمتر از  -21
 A = 52.1 gol×
  21درصد مرده بيشتر از  - 21درصد مرده كمتر از 
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 gol  21كمتر از  زود= B
 B+A golitnA = 05DL
 و ميزان مرگ و مير را شدتزريق  )ميلي ليتر 2/1 شهر مو( موش 2ميلي ليتر از هر غلظت را به  4 حجم
 مورد بررسي قرار گرفت.ساعت  24پس از 
مورد نظر بر روي عناصر خوني خرگوش  زهراثرات  )،DL305و DL105دوز ( DL05 با مشخص كردن
دقيقه يكبار)  1هاي مختلف (هر  تناوب در زمانه و حالات مختلف حيوان را بمورد بررسي قرار گرفت 
ها، خون مورد نظر  خرگوش مستقيم از قلبساعت پس از تزريق از طريق خون گيري  24. مشاهده شد
ه پلاكت و .... ب CBW،CBR، TCH، VCM، HCM، CHCMو عناصر خوني را از قبيل:  شد تهيه
 شد.هاي خاص آزمايشگاهي اندازه گيري  روش
 
 :تزريقي ماهي فرياله خال سياه زهرطرز تهيه  31-3
و  )lm/gm1غلظوت (با  گرديديزيولوژي حل سرم ف ميلي ليتر 21و در  شد توزين زهرم ميلي گر 21مقدار 
 DL305. بوراي تهيوه )ماهي مورد نظر زهراز  DL105يعني همان ( شدكرو ليتر تهيه يم 242از اين استوک 
 2221 سمپلر) با lm/gm1استوک ( زهركروگرم از يم 416برار مقدار مورد نظر بالا يعني  9بديهي است كه 
 VIبصوورت  دومبوه خرگووش  DL305خرگوش و مقودار ديگور يک را به  DL105و مقدار  گرديدجدا 
پس از  و آمدها بصورت مستقيم خونگيري بعمل  ساعت از قلب خرگوش 24پس از كنترل طي . شدتزريق 
 شد.به آزمايشگاه ارسال  ،TB، FFID، CBC ماننداندازه گيري فاكتور هاي خوني 
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 سفيد خون خرگوش هماتولوژيكياكتورهاي بر روي ف فرياله خال سياهبررسي اثرات زهر ماهي  41-3
 hctuD نژاد آزمايشگاهي
 خرگوش دو سرتعداد  ،هماتولوژيک پارامترهايبر روي  سياه خال فرياله ماهي به منظور بررسي اثر زهر
 رازي  از بخش پرورش حيوانات آزمايشگاهي موسسهگرم  2131و  2224با وزن  نر وسالم  hctuD
مورد بررسي قرار آنها عوامل هماتولوژيک ز قرنطينه (آمادگي براي تست) پس اكه  ،تحويل گرفته شد
ه كه ب ) خون بودTC) و زمان انعقاد (TBاولين عاملي كه مورد بررسي قرار گرفت زمان سيلان (. گرفتند
 .پرداخته شدخرگوش خون مهم ترتيب ذيل به اثرات آن بر روي فاكتور هاي 
 
 زهريق توزين خرگوش جهت تزر :61-9 شكل
 
 روش كار:
نوک تيز يک لنست استريل ضربه آهسته و با  گرديدگوش خرگوش ضد عفوني ابتدا  ،TBبراي انجام 
كرونومتر  محض جريان خون استارته بن به خارج از گوش جريان پيدا كند. تا خو زده شدگوش اي به 
اين عمل تا جايي انجام  رديد.گصافي (واتمن) خشک كاغذ  قطرات خون با ،آنو تا زمان بند آمدن زده شد 
كه ديگر قطره خوني به كاغذ واتمن آغشته نشود كه نشان دهنده پايان سيلان خون  (هر ده ثانيه يک بار) شد
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مدت كه اين زمان مساوي  گرديدو زمان آن ثبت و ياداشت  شدمتوقف در اين لحظه كرونومتر  .مي باشد
 .زماني است كه سيلان خون خرگوش بند مي آيد
 
 
 اندازه گيري زمان انعقاد خون خرگوش: 11-9 شكل
 
 ):TC( اندازه گيري انعقاد خون 51-3
و بدون هيچگونه ماده  برداشت شدتوسط سرنگ استريل از خون قلب خرگوش شاهد ميلي ليتر  1مقدار 
سپس  .گرديديادداشت توسط كرونومتر  انعقاد آنضد انعقادي آن را داخل يک لوله آزمايش ريخته و زمان 
تا زمان لخته شدن نموده را مشاهده  و هر چند لحظه يكبار آن شد دادصورت مايل داخل لوله تكان ه خون ب
زمان  لخته،محض مشاهده ه ، بدكه خون كاملاً لخته و منعقد ش زماني .شود مشخصخون داخل لوله 
 گرديد.داشت يادعنوان زمان انعقاد خون ه بو زمان ثبت شده  مي كنيممتوقف كرونومتر را 
 
 خون گيري از قلب خرگوش جهت آزمايشات انعقاد :81-9 شكل
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 ):TC(روش دوم اندازه گيري زمان انعقاد خون  61-3
يک اسلايد (لام) كه از قبل  به و شد قلب خرگوش گرفتهاز خون  يک ميلي ليتردر اين روش حدود 
هر از دقيقه دو به بعد و  زده شدو كرونومتر فاصله روي لام ريخته بود، سه قطره از اين خون بلاآماده شده 
مشاهده  نيكه اولين رشته هاي فيبري ثانيه يكبار با يک لنست استريل خون را بطرف بالا كشيده تا زماني سي
كه اين زمان برابر با تعداد ثانيه اي است كه خون  گرديدزمان يادداشت  كرونومتر متوقف شد و گرديد،
 .)4891افشان و شناسا  گل( گردد خرگوش منعقد مي
 هاي شاهد عناصر خوني خرگوشاندازه گيري  71-3
 بهدرجه بصورت حلزوني از مركز  21ابتدا موضع محل خونگيري با الكل طبي براي انجام اين آزمايش 
ميلي ليتر با  1با سرنگ  ،، پس از پيدا كردن موضع محل خونگيري (قلب خرگوش)شدمحيط ضد عفوني 
پس از گرفتن خون  شد.بالا باشد وارد قلب خرگوش  سمته گونه اي كه برش سوزن به درجه ب 12زاويه 
ميلي ليتر از خون خرگوش وارد لوله حاوي ماده  4و به آرامي  گرديدسوزن از سرنگ جدا  ،به مقدار كافي
ده ضد سپس چندين بار لوله حاوي ما گرديد.ضد انعقاد نمک دي پتاسيوم اتيلن دي آمين تترا استيک اسيد 
  در ادامه .و از انعقاد خون جلوگيري بعمل آيد تا با هم مخلوط شوند ،مي كنيمانعقاد و خون را سر و ته 
(شمارش كامل سلول  CBCبراي انجام آزمايش  .گرديدلوله هاي آزمايشگاهي به آزمايشگاه مربوطه منتقل 
 .)1891امير،  مهبد( شداستفاده  از دستگاه شمارنده سلولي هاي خوني)
گلبول هاي ، )CBW(گلبول هاي  هاي سفيد : شامل شوند گيري مي پارامترهايي كه با اين روش اندازه
 ميانگين هموگلوبين گويچه اي ،)VCM( ميانگين حجم گويچه اي ،)bH(هموگلوبين  ،)CBR( قرمز
 لانواع گلبو ،پلاكت ،)TCH(هماتوكريت  ،)CHCM( ميانگين غلظت هموگلوبين گويچه اي ،)HCM(
 و ... مي باشد. هاي سفيد
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 :TTPو  TPاندازه گيري  81-3
 :TP
ميكروليتر  224داخل آن  شد وانتخاب  221×41ش هموليز يک لوله آزمايبراي انجام اين آزمايش 
ز قلب خرگوش از كنار ميلي ليتر خون گرفته شده ا 1/8ه ميزان و بشد درصد ريخته  9/4سيترات سديم 
 شود.كاملاً مخلوط  گرديد تا. لوله آزمايش چندين بار سر و ته شدد لوله آزمايش ديواره لوله به آرامي وار
آن  يپلاسماتا  گرديدسانتريفيوژ  2229دقيقه با دور  21حاوي خون و ماده ضد انعقاد به مدت  لوله هاي
د قرار درجه سانتي گرا 19به همراه دو عدد لوله آزمايش هموليز داخل بن ماري  پلاسماجدا شود. نمونه 
شد ميكرو ليتر از محلول ترمبو پلاستين كلسيم ريخته  224 ديگر لوله هاي آزمايش دو عددو داخل شد داده 
همزمان با زدن  پلاسماميكروليتر از نمونه  221. سپس ميدهيمدقيقه در بن ماري قرار  21مدت ه و آن را ب
درجه سانتي  19دماي درون بن ماري  ه قبلاًپلاستين كميكرو ليتر ترمبو 224لوله حاوي يكي از كرنومتر به 
به بعد در صورت  21در بن ماري است تكان داده و از ثانيه  در حالي كه و شدآماده كرده بوديم اضافه گراد 
بيرون آورده و براي ديدن را و سريعاً آن شد ثانيه در داخل بن ماري به آرامي تكان داده  2-9مدت ه لوله ب
مي ا در مقابل نور چراغ مطالعه نگاه مي كنيم با مشاهده رشته فيبرين كرنومتر را متوقف رشته فيبرين، لوله ر
دكتر سيد گردد (گزارش  TPبعنوان زمان ر ديگر انجام مي دهيم تا معدل آن ، مجدداً اين عمل را يكباكنيم
 .)1891امير مهبد چاپ سوم سال 
 
 :TTP
ميكرو ليتر سيترات  224داخل آن  شد وانتخاب  221×41ز يک لوله آزمايش همو ليبراي انجام اين آزمايش 
از كنار ديواره لوله به ز قلب خرگوش خون گرفته شده اميلي ليتر  1/8ميزان ه درصد ريخته و ب 9/4سديم 
، لوله حاوي شدآرامي وارد لوله آزمايش مي كنيم. لوله آزمايش چندين بار با سر و ته كردن كاملاً مخلوط 
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 در آن جدا شود. پلاسمايتا  گرديدسانتريفيوژ  2229دقيقه با دور  21 انعقاد را به مدت خون و ماده ضد
 laitraP detavitca( TTPa ميكرو ليتر 221 اليتر از نمونه بميكرو 221داخل يک لوله هموليز 
ار درجه قر 19دقيقه در بن ماري  9-1و به مدت  پس از مخلوط كردنو  شداضافه  )emit nitsalpobmorht
 .گرفت
همزمان كرونومتر  و گرديدو مخلوط  شدليتر كلريد كلسيم به لوله اضافه ميكرو 221 ،پس از مدت فوق
ثانيه لوله را از  21پس از گذشت ، مي دهيمثانيه لوله را به آرامي تكان  1كه هر  . در حالياستارت زده شد
را حض مشاهده لخته فيبرين كرونومتر ذكر گرديد به م TPبن ماري خارج نموده و همانگونه كه در مورد 
 سال سوم چاپ مهبد امير سيد دكتر(  مي شودگزارش  TTP عنوان ه و زمان سپري شده ب كنيممي متوقف 
 .)1891
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 استخراج و آماده سازي زهر خام 1-4 
ميلي  2214از آن در نهايت كه  ،استخراج مي شود زهرگرم  ميلي 1غده زهري  دو ا توجه به اينكه از هرب
 شد.نگهداري  اتاقبراي استفاده هاي بعدي در دماي و  گرديداستخراج  زهرگرم)  4/1گرم (
 فرياله خال سياه خليج فارسخام ماهي  ميزان پروتئين زهر 2-4
 ي ليتر محاسبه شد.ميكروگرم/ميل 199ميزان پروتئين در سم ماهي فرياله خال سياه در حدود 
 ميلي گرم/ميلي ليتر) 1( ASBبا توجه به غلظت  ميزان جذب پروتئين موجود در زهر خام ماهي: 2-1جدول 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 ASBمنحني استاندارد حاصل از سنجش غلظت هاي مختلف محلول استاندارد : 2-1نمودار 
 استاندارد  جذب نوري
 2 2
 21  2/221
 24  2/211
 21  2/642
 221  2/122
 224  2/112
 221  2/11
 2221  2/149
 نمونه جذب نوري
  مجهول 224رقت   2/162
  مجهول 222رقت   2/621
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 5600.0 + x3000.0 = y
 5600.0 + x3000.0=560.0
 lm/gµ 591 =x
 5600.0 + x3000.0 = y
 5600.0 + x3000.0=601.0
 lm/gµ 133 =x 
 
 
 )tseT hguRكار (تعيين غلظت ها ي اوليه جهت شروع  2-4جدول 
 وضعيت موش
حجم محلول 
 تزريقي
 lm
 ميزان سالين
 lm
ميزان محلول 
 1سم در
 lm/gm
 
ميزان سم در 
 ميلي ليتر 2/1
 رنگ موش
 سفيد gµ221 2/1 2/2 2/1 زنده
 قرمز 224 gµ 2/4 2/9 2/1 مرگ
 آبي 229 gµ 2/9 2/4 2/1 مرگ
 قرمز آبي 222gµ 2/2 2/1 2/1 مرگ
 05DL. پس حدود  ندميلي ليتر بلافاصله تلف شد 2/1ميكرو گرم در  224شده با  تزريق هايچون موش
شروع كرده و جهت تعيين رقت  211ميكرو گرم باشد لذا از 214تا  211بين  ميتواند كه همشخص گرديد
 .ضرب مي كنيم 1/14هاي بعدي عدد فوق را در 
 
 )DL05( دوز كشندگي 3-4
هر موش ميكروگرم به ازاي  224± 11معادل كاربر -نروش اسپيرمامتوسط دوز كشندگي از 
ميلي ليتر بلافاصله تلف  2/1ميكرو گرم در  224تزريق شده با  هاي چون موش. مي باشد آزمايشگاهي
 18
 
 211 كار باميكروگرم باشد لذا  214تا  211بين  مي تواند كه دمشخص گردي DL05پس حدود  ند.شد
 ).2-4جدول ( ضرب مي كنيم 1/14ي بعدي عدد فوق را در ها و جهت تعيين رقت شدميكروگرم شروع 
 در نهايت ميزان متوسط دوز كشندگي از رابطه ي زير محاسبه گرديد:
  21درصد مرده كمتر از  -21
 A = 52.1 gol×
  21درصد مرده بيشتر از  - 21درصد مرده كمتر از 
 
 gol  21كمتر از ز ود= B
 B+A golitnA = 05DL
 
 ) و لگاريتم آن را محاسبه مي كنيم231درصد تلفات داشته را در نظر مي گيريم (يعني  21ز رقتي كه كمتر ا
   DL05انجام تست اصلي: 2-9جدول 
 سر موش هر غلظت 4رنگ  ميلي ليتر 1/5در  زهرغلظت  ساعت 42مرگ پس از 
 قرمزموش پشت  سر 2 ميكروگرم 211 ----
 آبي موش پشت سر 2 ميكروگرم 231 +---
 سبز موش پشت سر 2 ميكروگرم 294 ++++
 سفيدموش  سر 2 ميكروگرم 214 ++++
 موش زنده -+ موش مرده و         
 
 82.2=091 gol
 13.2=230.0+82.2
 esuom/gµ 402=13.2 golitna
 
 rebraK dnA namraepSات، به روش باشد و براي تعيين دامنه تغيير مي 114 زهر DL05يعني 
 عمل مي كنيم
)  
2
(
gol1.52
gol
N
N
N
  مردهصددرصددز
 18
 
 032  091  051
 4/4  4/1  4/0
 
 
)
2
4
0(.14
4
9690.0
  goL203
 
491.85
172.8
05
2.1982491.85
2.3434172.8
05gol
2.71630.6270
)
2
4
(014
4
gol1.52
gol032







DL
DLitnA
 
 پس 05DL زهر با دامنه تغييرات به شرح بالا مي باشد.
 
 الگوي الكتروفورتيک زهر فرياله 4-4
ي آكريل آميد عصاره اوليه يا زهر خام  ماهي فرياله بر روي ژل پل )EGAP-SDS(الگوي الكتروفورزي 
 كيلودالتون را در بر مي 241تا  24كه از وزن مولكولي است باند پروتئيني بوده  3بالغ بر  %41/1ظتبا غل
 ).2-1 تصوير( گيرند
 FR = wolf fo etaR
 
رنگتوسطشدهپيمودهفاصله
پروتئيننمونههرتوسطشدهپيمودهفاصله
   f R
 28
 
 
 رنگ آميزي كوماسي بلوبا  EGAP SDS ژل : 2-1 شكل
 
 آزمايشگاهيروي سلول هاي خوني موش نتايج مربوط به اثر زهر فرياله بر  5-4
)، ميانگين bH، هموگلوبين ()CBR( گلبول هاي قرمز ، )CBW(اين عوامل شامل گلبول هاي  هاي سفيد 
)، ميانگين غلظت هموگلوبين گويچه HCM( گويچه اي)، ميانگين هموگلوبين VCM( حجم گويچه اي
  درج شده اند. 2-91 تا 2-2ل اوجد درترتيب مي باشند كه به  )TCH) و هماتوكريت (CHCM( اي
 
 hctuD نژاد خرگوش CBR استون فيش خليج فارس بر زهرنتايج تاثيرات هماتولوژيک : 2-2جدول 
 سه دوز كشنده
 ecim/gµ 216
 يک دوز كشنده
 ecim/gµ 002
 پارامتر شاهد
 3mm 601 × CBR latoT 26.6 77.5 14.5
 
 
 hctuD نژاد خرگوشCBW ن فيش خليج فارس بر استو زهرتاثيرات هماتولوژيک : 2-1جدول 
 سه دوز كشنده
 ecim/gµ 216
 يک دوز كشنده
 ecim/gµ 402
 پارامتر شاهد
 3mm 601 × CBW 1.7 3.6 4.21
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 hctuD نژادخرگوش  VCM استون فيش خليج فارس بر زهرتاثيرات هماتولوژيک : 2-6جدول 
 سه دوز كشنده
 ecim/gµ 216
 يک دوز كشنده
 ecim/gµ 402
 پارامتر شاهد
 )lf( VCM 53.46 3.56 4.66
 
 hctuD نژادخرگوش  HCM استون فيش خليج فارس بر زهرتاثيرات هماتولوژيک : 2-1جدول 
 سه دوز كشنده
 ecim/gµ 216
 يک دوز كشنده
 ecim/gµ 402
 پارامتر شاهد
 gp HCM 0.12 0.22 7.22
 
 hctuD نژادخرگوش  CHCM فارس بر استون فيش خليج زهرتاثيرات هماتولوژيک : 2-8جدول 
 سه دوز كشنده
 ecim/gµ 216
 يک دوز كشنده
 ecim/gµ 402
 پارامتر شاهد
 )%( CHCM 6.23 7.33 3.43
 
 hctuD نژادخرگوش  bH استون فيش خليج فارس بر زهرتاثيرات هماتولوژيک : 2-3جدول 
 سه دوز كشنده
 ecim/gµ 216
 يک دوز كشنده
 ecim/gµ 402
  مترپارا شاهد
 )ld/g( bH 59.31 7.21 3.21
 
 hctuD نژادخرگوش  TCH استون فيش خليج فارس بر زهرتاثيرات هماتولوژيک : 2-21جدول 
 سه دوز كشنده
 ecim/gµ 216
 يک دوز كشنده
 ecim/gµ 402
 پارامتر شاهد
 )%( TCH 8.24 7.73 9.53
 
 hctuD نژادخرگوش  TTPو  TP استون فيش خليج فارس بر زهرتاثيرات هماتولوژيک : 2-11جدول 
 سه دوز كشنده
 ecim/gµ 216
 يک دوز كشنده
 ecim/gµ 402
 پارامتر شاهد
 ces TP 05.8 51 03.61
 ces TTP 72 43 53
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 لودج14-2 : کيژولوتامه تاريثاترهز  رب سراف جيلخ شيف نوتسا PLT  شوگرخداژن Dutch 
هدنشك زود هس 
612 µg/mice 
هدنشك زود کي 
204 µg/mice 
دهاش رتماراپ 
31 49 495 PLT 103/microliter 
 
 لودج19-2 کيژولوتامه تاريثات :رهز  رب سراف جيلخ شيف نوتسا CT  وBT  شوگرخداژن Dutch 
هدنشك زود هس 
612 µg/mice 
هدنشك زود کي 
204 µg/mice 
دهاش رتماراپ 
4.57 4.35 3.1 CT min 
6.9 6.2 3 BT min 
 
*Significant difference relative to the control (p≤0.05).pg=pictogram;  
fl=femtoliter; g/dL=gram/deciliter; HCT=Hematocrit 
RBC: red blood cell number; WBC: leukocytes count; MCV: mean corpuscular 
volume; MCH: mean corpuscular hemoglobin; MCHC: mean corpuscular 
hemoglobin concentration. 
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كمتر مورد توجه و و عقرب نظير مار زهر آگين ان ردر مقايسه با ديگر جانو دريايي، زهرهاي جانوران
اين  اطلاعات اندكي در مورد اين منابع مهم بيولوژيک وجود دارد. به طور كلبررسي قرار گرفته اند و 
 متنوع بودن تركيبات دريايي مي باشد. و ناپايداري، ناشي از دشواري استخراج زهر اًاطلاعات اساس كمبود
مطالعه بر روي زهر دريايي نه تنها ما را  بنابراين مطالعه بر روي زهر ماهي بسيار چالش برانگيزتر مي باشد.
كه از نظر دارويي و به سوي شناسايي تركيبات مضر رهنمون مي شود بلكه ما را با تركيباتي آشنا مي سازد 
زهر و نحوه عملكرد آن در سامانه هاي  سمافزون براين مطالعه بر روي مكاني پزشكي بسيار مفيد مي باشند.
 زيستي درک و فهم بهتري از آنها به دست مي دهد.
هاي دريايي محسوب مي  خطرناک ترين و زهري ترين ماهيان آبسنگ ماهيان  بنا به گفته محققين،
اي از توكسين هاي  زهر اين گروه از ماهيان مجموعه. )llessuR dna ,.8891,daetslaH 5691( شوند
 به طوري كه هريک گوناگون با خصوصيات فارماكولوژيک متنوع و ويژگي هاي بيولوژيک فراوان مي باشد.
 .)2102 ,.la te ,jarivihtirP( آنها به شكل بالقوه مي توانند منبعي از داروهاي مفيد باشند  از
فرياله كه موضوع اين پژوهش مي باشد نيز از اين گروه ماهيان بوده و با توجه به ناشناخته بودن 
 خصوصيات توكسينولوژيک زهر آن، به عنوان موضوع مورد مطالعه انتخاب گرديد.
يكي از ملاک ها و شاخص هاي قدرت زهر جانوران غلظت پروتئين آن مي باشد، به طوري كه غلظت 
 ,.la te ,uT( ين مي تواند شاخصي براي افزوني قدرت و خواص فارماكولوژيک متنوع آن باشدبالاي پروتئ
بالايي برخوردار بود  در مطالعه حاضر ميزان پروتئين زهر از غلظت نسبتاً).  2002 ,.la te ,hcruhC dna
ازتابي از توان اين غلظت مي تواند ب ،كه بنا به نظر شماري از پژوهندگان اين شاخه از دانش بيوشيمي
متوسط دوز كشنده به  .)2002 ,.la te ,hcruhC( نمود پيدا مي كند DL05كشندگي زهر باشد كه در 
 مشابهت دارد adirroh.S گونه دست آمده از زهر خام در مقايسه با ساير گونه هاي سنگ ماهي با 
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هم از نظر فارماكولوژيک با زهر آنجايي كه زهر ماهيان از نظر شيميايي و  از. )2691 ,.la te ,srednuaS(
شماري از ويژگي هاي مهم آنها با هم ). 4791 ,.la te,llessuR( جانوران خشكي زي متفاوت مي باشد
زهر را براي دفاع از خود توليد  ماهيان زهري در درجه اول،). 2002 ,.la te ,hcruhC( مشترک مي باشد
 با زهر ماهيان زهري به چشم مي خورند. مسموميتگام بنابراين وجود نشانه هاي مشترک در هن كنند،مي 
 زهرهاي جانوران به عنوان عوامل بالقوه ي فارماكولوژيک و ابزارهاي فيزيولوژيک شناخته مي شوند.
وم شده از طريق تزريق داخل وريدي زهر با تغييرات گزارش سمهاي م خرگوشتغييرات رفتاري در 
زهري قابل مقايسه بوده با اين تفاوت كه برخي از نشانه هاي رفتاري با ساير ماهيان  مسموميتشده در اثر 
فرياله در موش با علايم گزارش شده در سنگ ماهي زهر خام  از شدت بيشتري برخوردار مي باشند.
عدم تعادل  خيز ريوي، شامل مرگ ناگهاني به همراه نشانه هايي چون تشنج، مشابه بوده و ،asocurrev.S
 مانندنشانه هايي ). 5991 ,.la te ,reinraG( سيخ شدن موهاي بدن و لرزش بودند درار،ا ،فلج عضلاني،
چرخشي و متعاقب آن فلج اندام عقبي و مرگ  حركات سيخ شدن موهاي بدن و حركات تند و سريع،
 te ,sepoL( توسط ساير پژوهندگان نيز گزارش گرديده بودناگهاني از ديگر علايم مشاهده شده بود كه 
 ).8991 ,.la
بنا به نظر برخي از پژوهشگران زهر شناسي ليوفيليزه نمودن زهرخام و فراكسيون هاي آن نقش مهمي در 
 .)4791,.la te ,llessuR( عدم ثبات فعاليت كشندگي و از دست دادن يا كاسته شدن اين فعاليت دارد
 خود را حفظ نمود.نداد و زهر فعاليت  در اين تحقيق چنين اتفاقي رخ عليرغم اين گزارش،
يكي از فعاليت هاي مهم زهر خام اثر هموليتيک يا همان اثر بر اريتروسيت هاي شسته شده گونه هاي 
 ,hcruhC( تمامي ماهيان زهري در زهر خود داراي اين نوع فعاليت مي باشند جانوري مي باشد و تقريباً
 اثر هموليتيک از خود نشان داد. رگوشخزهر فرياله بر روي اريتروسيت هاي شسته شده ). 2002,.la te
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چنين نتيجه اي با ساير بررسي هاي انجام شده بر روي ساير گونه هاي ماهيان زهري به ويژه سنگ ماهيان 
 )2991 ,.la te ,lawtahhC dna 9591 ,renieW( قابل مقايسه مي باشد
ازه گيري شدند كه عبارتند همانگونه كه در نتايج مشخص مي باشد شاخص هاي گلبول هاي قرمز نيز اند
و ميانگين  )HCM( ميانگين هموگلوبين گلبولي ،)VCM( ميانگين حجم گلبولي ،)tcH( از هماتوكريت
 .)CHCM( غلظت هموگلوبين گلبولي
اريتروسيت ها براساس درصد مي باشد يكي از شاخص هاي مهم هماتولوژيک در هماتوكريت كه حجم 
 ليتيک مي باشد و كاهش آن هميشه با كاهش هموگلوبين همراه استارزيابي انواع آنمي و وضعيت همو
در مورد آن  در اين بررسي هر دو مقدار هماتوكريت و هموگلوبين كه قبلا ً). 3891 ,.la te ,resieW(
داشته اند و  آزمايشگاهيبحث گرديد روند كاهشي معني داري در هر دو گروه آزمايشي موش هاي 
يل آن تخريب وسيع ايتروسيت ها مي باشد كه منجر به بروز هموليز داخل عروقي همانگونه كه اشاره شد دل
 شده و باعث افت درصد هماتوكريت مي گردد.
ميانگين حجم گلبولي يكي از مهم ترين شاخص هاي اريتروسيتي مي باشد كه در واقع ميانگين حجمي 
 اژ و خونريزي كاهش پيدا مي كندگلبول هاي قرمز محسوب مي شود و در بروز كمبود آهن در اثر همور
نتايج به دست آمده نيز مويد اين وضعيت مي باشند كه قبلا به تفصيل در ). 0002 ,.la te ,yevraH(
نتايج آزمون هاي آماري نيز نشان دهنده تفاوت معني دار گروه كنترل با گروه هاي  مورد آن بحث گرديد.
 تيمار شده با زهر فرياله مي باشند.
نگين هموگلوبين گلبولي نيز از شاخص هايي است كه مي توان از آن در ارزيابي هاي شاخص ميا
اين شاخص در اريتروسيت هايي  بنا به گفته پژوهشگران،). 8002 ,okenaK( هماتولوژيک استفاده نمود
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 ,yevraH( با كمبود آهن كاهش مي يابد زيرا آهن براي سنتز هموگلوبين نرمال مورد نياز مي باشد
 .مي باشند 41/9به  91/13هموگلوبين از نشان دهنده ي كاهش نتايج ). 0002
چون در واقع بازتابي از هموگلوبين كه  در اين بررسي ميانگين هموگلوبين گلبولي نيز كاهش داشته است
 در كمبود آهن كاهش مي يابد مي باشد و رابطه ي مستقيمي با ميانگين حجم گلبولي دارد و همچنين
مورد اين شاخص  هر گونه تغييري در هموگلوبين و ميانگين حجم گلبولي در .)0002 ,.la te ,yevraH(
خوني ناشي از  نمود كه اين شاخص ها به دليل بروز كمگيري  در كل مي توان نتيجه نيز صادق مي باشد
ثر خونريزي و تخريب گسترده ي سلول هاي خوني روند كاهشي داشته اند كه اين مي تواند به دليل ا
 در سم كشنده مقدار CBWاما در مورد  ،)0002 ,.la te ,yevraH(سيتوليتيک زهر مورد آزمايش باشد 
 هاي هورمون تحريک بعلت 05DL3  دوز در ولي شده خون سفيد هاي گلبول نسبي سركوب باعث  05DL1
 و شده looP lanigraM ذخاير و رگها جداره از CBW سازي آزاد باعث احتمالا )نفرين اپي( زا استرس
 .)خون شناسي ديويد سن( هستيم شاهدرا  CBW افزايش نتيجه در
 نتيجه گيري:
 با توجه به نتايج به دست آمده مي توان نتيجه گيري نمود كه:
 زهر فرياله يک كمپلكس پروتئيني و پپتيدي محسوب مي گردد. -1
 اثر معني داري داردكه روي فاكتورهاي خوني  مي باشد. ،خون گرا زهر فرياله يک زهر، -4
 اين زهر با زهر ساير سنگ ماهيان از نظر فعاليت آنزيمي متفاوت مي باشد. -9
 در مقابل سرما و ليوفيليزاسيون برخوردار مي باشد. يبالاي زهر از پايداري نسبتاً -2
    مي آنها وكاهش خون هاي فاكتور هموليز و ها پلاكت سركوب باعث  خرگوش به سم اين تزريق -1   
 .شود
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   مختلف و گسترده در  هماتولوژيکو قادر به ايجاد اثرات  استزهر فرياله يک زهر چند عملكردي  -6
 .مي گرددقرباني 
 
 :پیشنهادات
 
 اكسيون هاي آنراستفاده از الكتروفورز دو بعدي در بررسي زهر خام و ف -1
 روي خون انسان ر و با غلظت بيشتر ب بررسي بيشتر و كامل تر اثر هموليتيک بر روي گونه هاي بيشتر -4
 بررسي مكانيسم عمل اثرات فارماكولوژيک زهر و استفاده از مدل هاي حيواني متنوع تر -9
 بررسي تكميلي فاكتورهاي هموئوستاتيک در مدل حيواني متنوع تر  -2
 موم، بهتر است در به دليل اطلاعات كم در زمينه سموم ماهيان، و درگير شدن افراد ماهيگير با اين س -1
 مورد سرم هاي ضد سم كارهاي تحقيقاتي صورت گيرد.     
                       هاي هورمون يا و استخوان مغز تحريک باعث آيا خرگوش به زهر اين 05DL3 دوز تزريق در -6
 ؟است چگونه آن تحريک مكانيزم؟ خير يا ميشود زا استرس
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Abstract: 
Toxins produced by flora and fauna and its proteins as well as valuable 
pharmaceutical compounds. They contain proteins used in producing 
painkillers, drugs for treating cancer, infectious diseases, allergy, blood 
pressure, etc.  
In this study on 250 Blackfin Stonefish, we investigated the LD50 and 
hematological effects of the toxin produced by this fish along with its 
pharmacological and enzymatic properties investigated by other researchers. 
One and three LD50 of venom injected IM in Rabbits under study was 
administered IV and different parameter like PT   و PTT  و cbc total protein and 
SDS-PAGE venom electrophoresises were studied before and 24 hours after 
venom injection. 
The total protein was estimated 331 µg/ml and the level of  RBC ،WBC were 
6.62 and 7.1  mm3 before venom treatment and reduce to 6.3 and 5.7 mm3          
after venom injection. The ،MCH= 21 pg ،MCHC=32.6% ،Hb=13.95 g/dl   و
HCT=42.8% were before venom treatment and reduce to MCV=65.3 fl ،MCH= 
22 pg ،MCHC=33.7% ،Hb=12.7 g/dl   و HCT=37.7% after venom injection 
The PT and PTT reduce after venom treatment (before venom treatment were 
PT=8.5 second & PTT = 27 second and after venom injection PT=15 second & 
PTT = 34 second) the platelete count reduce  after venom injection (befor 
venom=495 103/microliter and after venom was 49 103/microliter). 
Our results showed that the venom caused a significant reduction In WBC ,RBC 
Hb, Hct, and platelete count which is due to lysis of cell after venom treatment. 
Keywords: Toxic fish, Blackfin stonefish, LD50, hematologicalcharacteristics, 
partial analysis 
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